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 1. INTRODUCCIÓN. 
1.1. El estrés abiótico. 
1.1.1. El estrés abiótico: efectos sobre las plantas. 
El estrés abiótico provoca una serie de cambios morfológicos, fisiológicos, 
bioquímicos y moleculares que afectan negativamente al crecimiento de la planta y su 
productividad (Wang y col., 2001). Su efectos provocan una disminución media del 
rendimiento de los terrenos agrícolas de un 50% (Boyer, 1982; Bray y col., 2000) del 
planeta. La sequía y la salinidad se están extendiendo de forma especial en ciertas 
regiones y podrían dar lugar a una excesiva salinidad de más del 50% de la tierra 
arable para el año 2050 (Wang y col., 2003). Aunque estos estreses son claramente 
distintos en su naturaleza física y cada uno provoca respuestas específicas en la 
planta, es cierto también que activan algunas reacciones comunes y que los 
mecanismos de respuesta pueden estar interconectados (Wang y col., 2003; Zhu 
2001a). Así, sequía y salinidad se manifiestan como un estrés osmótico que provoca 
la disrupción de la homeoestásis y la distribución de iones en la célula (Serrano y col., 
1999; Zhu 2002). Por otra parte el estrés oxidativo que acompaña frecuentemente a 
las altas temperaturas, la salinidad o la sequía puede provocar desnaturalización de 
proteínas funcionales o estructurales (Smirnoff, 1998). A su vez las bajas 
temperaturas conduce a una deshidratación celular y la congelación del medio 
extracelular reducen la absorción y conducción de agua nivel de la raíz (Levitt, 1980).  
Consecuentemente existe una compleja red de señalización responsable de la 
adaptación de la planta a estas condiciones medioambientales adversas (Shinozaki y 
Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Knight y Knight, 2001; Zhu, 2001b; 2002). Esta 
adaptación incluye la activación de  rutas similares de señalización y respuestas 
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celulares como la producción de proteínas de estrés, síntesis de antioxidantes y 
acumulación de solutos compatibles (Vierling y Kimpel, 1992; Zhu y col., 1997; 
Cushman y Bohnert, 2000).  
La respuesta más importante de la planta frente al estrés abiótico es la 
activación transcripcional de genes específicos. La regulación espacial y temporal de 
patrones de expresión de genes de estrés específicos es una parte importante de la 
adaptación de la planta al estrés abiótico (Riechmann y col., 2000). Los productos de 
estos genes se pueden dividir en dos grupos. En el primero de ellos se incluyen 
aquellas proteínas que probablemente funcionan en la tolerancia al estrés. Se trata de 
proteínas canal que participan en el movimiento de agua a través de la membrana, de 
los enzimas requeridos para la biosíntesis de osmoprotectores (azúcares, prolina y 
glicina-betaína), de proteínas que protegen macromoléculas y membranas (proteínas 
LEA, osmotina, proteínas de anticongelación, chaperonas y proteínas de unión al 
mRNA), proteasas para el recambio proteico y de enzimas de detoxificación 
(glutationa- S-transferasa, hidrolasa de epóxidos solubles, catalasa, superoóxido 
dismutasa y arcorbato peroxidasa) (Ingram y Bartels, 1996; Bray, 1997; Shinozaki y 
Yamaguchi Shinozaki, 1997). La sobreexpresión de algunos de estos genes inducibles 
genera fenotipos tolerantes al estrés comprobando así que efectivamente funcionan en 
la tolerancia a estrés como el enzima clave en la regulación de la biosíntesis de 
prolina cuya sobreexpresión mejora la tolerancia al estrés ormótico (Kishor y col., 
1995), o el factor de transcripción AP2/EREBP cuya sobreexpresión mejora la 
resistencia al estrés salino en tabaco (Guo y col., 2004). El segundo grupo contiene 
aquellos factores proteicos que participan en la transducción de la señal que se 
produce en la respuesta a estrés. Se trata de proteín quinasas, factores de 
transcripción, fosfolipasa C, y proteínas 14-3-3 (Shinozaki y Yamaguchi Shinozaki, 
1997).  
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1.1.2. Señalización del estrés abiótico.     
Los estreses de tipo abiótico en general y el déficit de agua en particular 
provocan la producción de la hormona ácido abscísico (ABA), que a su vez induce la 
transcripción de una serie de genes participantes en la respuesta al estrés abiótico. El 
análisis de la expresión de los genes inducibles por ABA hace evidente que algunos 
de ellos requieren para su inducción biosíntesis proteica lo que sugiere la existencia 
de 2 rutas independientes entre la producción de ABA endógeno y la expresión 
génica consecuente del estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Por otra 
parte, análisis de la expresión de genes inducibles por déficit hídrico en plantas 
deficientes en ABA o insensibles al ABA han demostrado que algunos de los genes 
inducidos por estrés no requerían la acumulación de ABA endógeno bajo condiciones 
de sequía o frío (Ingram y Bartels, 1996; Bray, 1997; Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 1996, 2003). Así pues no hay sólo rutas de señalización dependientes de 
ABA sino también rutas independientes participantes en la respuesta al estrés 
abiótico. Se ha sugerido la existencia de al menos 4 rutas de señalización 
independientes en la activación de genes inducibles por estrés (Figura 1.1) (Shinozaki 
y Yamaguchi-Shinozaki, 1996): dos son dependientes de ABA (rutas A y B) y dos 
independientes de ABA (rutas C y D). A partir de los resultados obtenidos por 
análisis genómicos y moleculares se ha sugerido que existe una regulación cruzada 
entre estos sistemas (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2003). El inicio del sistema 
de señalización es común para todas las rutas, y consiste en un sistema de dos 
componentes receptor de la señal de estrés hídrico por privación de agua o alta 
salinidad llamado ATHK1. Por otra parte, el estrés por frío es detectado por otra vía 
parcialmente desconocida donde el primer miembro caracterizado es ICE1. 
En las rutas dependientes de ABA, la señal recibida a partir de ATHK1 es 
transducida hasta la ruta se síntesis de esta hormona, en la cual el enzima clave 
regulador  del flujo es el codificado por el gen NCED3 (Tan y col., 2003). A partir de 
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la señal de estrés recibida, el ABA es sintetizado de novo en la planta, actuando a 
modo de señalizador endógeno de estrés. Esta nueva ¨señal endógena¨  es transducida 
a partir de dos rutas, las cuales se diferencian en la rapidez de respuesta: la ruta A es 
dependiente de síntesis proteica, y por tanto es lenta; sin embargo, la ruta B es 
independiente de síntesis proteica, y por tanto más rápida que la anterior (Figura 1.1). 
Los elementos implicados en la transducción de señal del ABA comprenden tanto 
productos de genes activadores de la respuesta al estrés  (ERA1, SnRK2 y SnRK3) 
(Umezawa, 2004) como productos de genes represores de estas respuestas (ABI1, 
ABI2, ATHB6 y FRY1) (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2003, Zhu, 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1 Rutas de señalización para la activación transcripcional de genes inducidos por estrés abiótico. 
Las rutas A y B son dependientes de ABA, mientras que las rutas C y D son independientes de la hormona. 
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En la ruta B la inducción de los genes se caracteriza por no requerir síntesis de 
proteínas. Estos genes inducibles por estrés abiótico contienen elementos cis 
conservados que responden a ABA llamados ¨elementos de respuesta a ABA¨ 
(ABRE; ACGTGG/TC) en la región del promotor (Bonetta y McCourt, 1998; Grill y 
Himmelbach, 1998; Leung y Gidaudat, 1998). Los elementos ABRE fueron descritos 
por primera vez en los genes Em de trigo y rab de arroz de forma que se identificó la 
proteína de unión al DNA por el elemento ABRE, EmBP-1 que se trataba de un factor 
transcripcional del tipo bZIP (Menkes y col., 1995). Los cDNAs para las proteínas de 
unión a los elementos ABRE que se han aislado tienen una región básica adyacente a 
un motivo ¨cremallera de Leucina¨ (bZIP) constituyendo una gran familia. Se ha 
comprobado que los nucleótidos alrededor de la secuencia ACGT del elemento 
ABRE participan en la especificidad de la unión  de las proteínas bZIP (Menkes y 
col., 1995). Aparte de los elementos ABRE existen otros elementos cis que participan 
en la expresión de genes dependiente de ABA durante el déficit de agua. Es el caso de 
los motivos ¨caja Sph¨ y GTGTC que en maíz regulan la expresión dependiente de 
ABA durante la sequía y la desecación de la semilla (McCarty, 1995). 
En la ruta A la biosíntesis de factores proteicos es necesaria para la expresión 
de genes dependiente de ABA. Los genes de esta ruta poseen en sus secuencias 
promotoras motivos de unión de proteínas de unión al DNA como MYC o MYB 
(Iwasaki y col., 1995). La expresión de estos factores de transcripción, como 
rd22BP1 (también llamado atMYC2), se induce por sequía o estrés salino de forma 
que los productos resultantes  inducen la transcripción dependiente de ABA de ciertos 
genes de respuesta a estrés abiótico. Adicionalmente varios factores de transcripción 
tipo bZIP de maíz, arroz y Arabidopsis responden al frío, deshidratación y tratamiento 
con ABA exógeno (Kusano y col., 1995; Lu y col., 1996; Nakagawa y col., 1996). 
Estos factores bZIP se unen a secuencias tipo ¨caja G¨ indicando que proteínas bZIP 
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inducibles por ABA también participan en esta ruta de señalización sin la unión a 
elementos ABRE.  
En las rutas independientes de ABA, la señal captada a partir del sensor 
ATHK1 en Arabidopsis es transducida por la fosfolipasa AtPLC1, la cual tiene como 
represor FRY1 así como una serie de quinasas de tipo MAPK (AtMPK3, ATMEKK1) 
(Xiong y col., 2001).Experimentos realizados con plantas deficientes o insensibles a 
ABA han demostrado la existencia de genes de respuesta a estrés abiótico cuya 
inducción no requería ABA bajo condiciones de estrés pero que sí respondían al 
tratamiento con ABA exógeno (Thomashow, 1994; Ingram y Bartels, 1996; 
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Bray, 1997). Estos genes implican la 
existencia de la ruta D, la responsable de la transducción de la señal del estrés por frío 
y que presenta una regulación cruzada con las rutas de transducción de la señal de 
estrés hídrico por medio del factor CBF4. El primer miembro caracterizado de la ruta 
D es ICE1, un factor bHLH tipo MYC que regula la expresión de DREB1A. DREB1A 
es un factor de transcripción que regula la expresión del resto de genes de la familia 
DREB1 (DREB1B y DREB1C) (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2000). Los genes 
de la familia DREB1 tienen como diana de acción una serie de genes efectores de 
resistencia a estrés como rd29a, kin1, rd17, cor15a y erd10 (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 1997). Al analizar la secuencia de sus promotores se ha encontrado la 
presencia de una secuencia de 9 pb TACCGACAT llamada elemento DRE (drought 
responsive element) que es esencial para la inducción de estos genes bajo condiciones 
de estrés pero que no funciona como elemento ABRE (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 1997). La existencia de elementos ABRE en la secuencia de los 
promotores de estos genes explica su inducción por ABA. Estos motivos DRE así 
como motivos similares llamados ¨repetición C¨ (CRT) se han descrito en varios 
genes de respuesta a sequía y frío y constituyen una ruta de señalización 
independiente de ABA (Baker y col., 1994; Jiang y col., 1996; Shinozaki y 
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Yamaguchi-Shinozaki 2000; Thomashow 1999). Los factores de transcripción que 
interaccionan con los elementos DRE han sido caracterizados (Stockinger y col., 
1997) y se ha comprobado que todas las proteínas de unión a DRE contienen un 
motivo de unión al DNA también descrito en las proteínas EREBP y AP2 (motivo 
EREBP/AP2) las cuales están involucradas en procesos como la respuesta a etileno y 
la morfogénesis floral respectivamente. Esta ruta de señalización está regulada por 
HOS1  que es un represor de ICE1 y de lo genes de la familia DREB1B (Figura 1.1).  
Por último, existen diversos genes inducibles por estrés abiótico que no 
responden al tratamiento con ABA lo que sugiere que existe una 4ª ruta de 
señalización (ruta C) (Thomashow, 1994; Ingram y Bartels, 1996; Shinozaki y 
Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Bray, 1997). Esta ruta es también independiente del 
estrés por frío y tiene como factores de transcripción reguladores los productos de los 
genes de la familia DREB2 (DREB2A y DREB2B). Entre los genes regulados por 
estos factores DREB se encuentran rd19, rd21que codifican tiol proteasas y erd1 que 
codifica una subunidad reguladora de una proteasa cloroplástica (Nakashima y col., 
1997). 
1.2. El estrés biótico. 
El estrés causado por la infección de patógenos en la planta es otra de las 
causas de la reducción de la productividad de los cultivos siendo el impacto de estas 
infecciones especialmente importante en países en desarrollo (McDowell y 
Woffenden, 2003). Las plantas están dotadas de una serie amplia de mecanismos de 
defensa que incluyen barreras preformadas como ceras, componentes de la pared 
celular y metabolitos secundarios (McDowell y Dangl, 2000). La detección del 
patógeno activa una serie de respuestas como el aumento de la expresión de genes de 
defensa, la producción de compuestos antimicrobianos, la formación de lignina, el 
estallido oxidativo y la respuesta hipersensible (HR) (Feys y Parker, 2000). Así pues 
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la resistencia a la infección por patógeno se debe a una combinación de barreras 
físicas y químicas previas al ataque por el patógeno o inducidas por éste. 
1.2.1. Reconocimiento del patógeno por la planta. 
La activación de respuestas de defensa a la infección por el patógeno requiere 
de la percepción previa de éste por la planta. Esta percepción se lleva a cabo por la 
interacción de efectores del patógeno con receptores de la planta (Ebel y Cosio, 
1994). Los efectores del patógeno se distribuyen en dos grupos. Uno de ellos incluye 
los determinantes de virulencia (Avr) que son específicos y únicos de un patógeno 
particular (Flor, 1971, Keen, 1990). El segundo grupo de efectores de patógenos 
incluye factores no específicos que están presentes de forma constitutiva en el 
patógeno al ser esenciales para su funcionamiento (Boller, 1995). Por tanto, este 
reconocimiento más basal y amplio se basa en el reconocimiento de motivos 
conservados en moléculas procedentes del patógeno que no se encuentran en 
eucariotas superiores. Estas moléculas se llaman PAMPs (pathogen-associated 
molecular patterns) y están presentes en grandes grupos de patógenos, tienen diversas 
estructuras e incluyen poligalacturonidos, β-glucanos, lípidos y proteínas. Son 
reconocidos por receptores que poseen en el medio extracelular repeticiones ricas en 
leucina (LRR) (Ebel y Cosio, 1994). Uno de los PAMPs más estudiados es la 
flagelina bacteriana cuyo sistema de percepción puede servir de ejemplo de este 
sistema de reconocimiento (Gómez-Gómez y Boller, 2000).  
1.2.2. Respuestas a la infección por el patógeno. 
El reconocimiento por la planta de la presencia de un patógeno desencadena 
una serie muy variada de respuestas. Una de las primeras respuestas que se activan es 
el rápido aumento de los niveles de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Baker y 
col., 1995; Lamb y Dixon, 1997). Estas ROS pueden ser tóxicas para el patógeno 
invasor o contribuir al refuerzo estructural de la pared celular de la plantas (Baker y 
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col., 1995; Lamb y Dixon, 1997). El principal componente de estas ROS es el 
superóxido que dismuta a peróxido de hidrógeno (Lamb y Dixon, 1997). Se ha 
propuesto también un papel en la señalización de defensa para el radical superóxido 
(Jabs y col., 1996 y 1997). Así pues el aumento de ROS es requerido a su vez para la 
inducción posterior de genes de defensa y producción de metabolitos 
antimicrobianos. Sin embargo el papel más importante de las ROS en la defensa de la 
planta es su participación en la respuesta hipersensible (HR) (Lamb y Dixon, 1997). 
La HR consiste en la formación de lesiones necróticas en el lugar de entrada del 
patógeno (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Dangl y col., 1996). Esta muerte celular 
localizada previene la extensión del patógeno a tejidos no infectados y normalmente 
va acompañada de la síntesis de varias familias de proteínas relacionadas con la 
patogénesis (PR) que poseen actividad antimicrobiana. 
Otra de las respuestas tempranas a la infección por patógenos implica al óxido 
nítrico (NO). El NO actúa como mensajero controlando una multitud de procesos 
fisiológicos que incluyen las respuestas inmunes (Wendehenne y col., 2001). El NO 
es requerido para la inducción de la HR (Delledonne y col., 2001) y junto con otras 
ROS estimula la producción de ácido salicílico (SA) y viceversa (Durner y Klessig, 
1999; Van Camp y col., 1998). Por otra parte el ácido salicílico (SA) es una molécula 
crítica en las rutas de defensa de la planta frente a la invasión por patógenos 
(Dempsey y col., 1999; Ryals y col., 1996, Shah y Klessig, 1999). De esta forma se 
establece un bucle de retroregulación positiva entre ROS, NO y SA que es crucial en 
la activación de las defensas de la planta y en concreto en la activación de la HR 
(McDowell y Dangl, 2000; Wendehenne y col., 2001). La aplicación exógena de SA 
induce resistencia en muchas especies de plantas (Malamy y Kleesig, 1992) y activa 
varios tipos de genes PR como son PR-1, PR2, y PR5 (Uknes y col., 1992; Ward y 
col., 1991). Adicionalmente los aumentos in vivo de SA endógeno se correlacionan 
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con inducción de genes PR y el desarrollo de resistencia en plantas infectadas con 
patógenos (Dempsey y col., 1997; Malamy y col., 1990; Métraux y col., 1990).  
Otros estudios demuestran que el etileno y el ácido jasmónico también 
participan en la activación de diversas rutas de defensa frente al ataque por patógenos 
(Dong, 1998; Pieterse y Van Loon, 1999). La relación entre ácido salicílico, etileno y 
ácido jasmónico no está bien definida aunque se sabe que el ácido salicílico actúa de 
forma sinérgica con el etileno y el metil jasmonato en la activación de la expresión de 
proteínas PR (Lawton y col., 1995; Xu y col., 1994). También se sabe que otras 
respuestas de defensa están reguladas por etileno y/o ácido jasmónico de una forma 
independiente al ácido salicílico (Pieterse  y col., 1996; Pennicnkx y col., 1996). 
Estas respuestas rápidas mediadas por ROS, NO, SA, etileno y ácido 
jasmónico dan lugar al aumento de expresión de muchos genes de defensa que 
codifican para peroxidasas, glutatión S-transferasas, inhibidores de proteínas y varios 
enzimas de la síntesis  de compuestos antimicrobianos  como los glucosinolatos 
(Hammond-Kosack  y Jones, 1996; Yang y col., 1997).  
1.3. Las Poliaminas. 
Las poliaminas (PAs) constituyen un grupo de moléculas de bajo peso 
molecular de naturaleza policatiónica a pH fisiológico. De presencia ubicua y 
abundante tanto en plantas como en animales están implicadas en una gran cantidad 
de procesos fisiológicos y de desarrollo (Malmberg y col., 1998). Aunque se han 
realizado numerosos estudios para caracterizar su función, el papel exacto de las PAs 
in vivo está aún por determinar (Kumar y col., 1997). Interaccionan con moléculas 
biológicamente activas como ácidos nucleicos, proteínas o membranas celulares. De 
igual forma desarrollan un papel fundamental en la regulación de la síntesis y función 
de ácidos nucleicos y proteínas, estabilidad de membrana, proliferación celular y 
diferenciación (Galston y Kaur- Sawhney, 1990). Juegan un papel crítico en muchos 
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procesos de desarrollo como son el crecimiento de las raíces, la embriogénesis 
somática, la iniciación floral y el desarrollo de flores y frutos (Evans y Malmberg, 
1989; Slocum y Flores, 1991). Las PAs podrían proteger el DNA de la degradación 
enzimática, las especies reactivas del oxígeno (Ha y col., 1998) o la degradación 
térmica (Khan y col., 1992). Dado su carácter ácido débil, podrían tamponar el 
citoplasma en estreses ácidos (Slocum y col., 1984). Por otra parte, son precursores 
en la biosíntesis de metabolitos secundarios, como algunos alcaloides y conjugados 
de ácido cinámico, que pueden intervenir en los mecanismos de defensa de la planta 
(Flores, 1991) 
Las PAs más comunes y abundantes incluyen la diamina putrescina (Put), la 
triamina espermidina (Spd) y la tetramina espermina (Spm). También existen PAs 
menos abundantes de cadena larga como la caldina o la termina que se sintetizan 
como respuesta a altas temperaturas. Las PAs  pueden encontrase de forma libre (PAs 
solubles) o conjugadas a compuestos de bajo peso molecular como ácidos fenólicos 
(PAs solubles en ácido) o unidas a macromoléculas como proteínas o ácidos 
nucleicos (PAs insolubles en ácidos) (Bagni y Tassoni, 2001; Bouchereau y col., 
1999).  
1.4. Biosíntesis de las PAs. 
La cantidad de PAs presente en un momento es el resultado de varios factores 
como son su biosíntesis y transporte a otros tejidos, la conjugación con ácidos 
fenólicos para dar amidas ácidas hidroxicinámicas (HCCAs), la unión a 
macromoléculas y su degradación. 
1.4.1. Ruta de biosíntesis de PAs. 
El primer paso en la biosíntesis de PAs en plantas superiores es la formación 
de la diamina Put. La Put se sintetiza diréctamente a partir de la ornitina por la acción 
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de la ornitina decarboxilasa (ODC; EC4.1.1.17), actividad que no se ha encontrado en 
Arabidopsis (Hanfrey y col., 2001), e indirectamente desde la arginina por la arginina 
descarboxilasa (ADC; EC 4.1.1.19) (Figura 1.3). La Spd  y la Spm se forman por la 
adición consecutiva de un grupo aminopropilo a Put y Spd  respectívamente. Estas 
reacciones están catalizadas por las aminopropiltransferasas espermidina sintasa (EC 
2.5.1.16) y espermina sintasa (EC 2.5.1.22). Estos grupos aminopropilo proceden de 
la S-adenosil-5´-3´-metilpropilamina generada en la descarboxilación de las S- 
adenosilmetionina (SAM) en una reacción catalizada por el enzima S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC; EC 4.1.1.50). Existen evidencias que 
sugieren que las actividades enzimáticas de ADC y ODC están reguladas de forma 
específica según tejido y estadío de desarrollo. (Minocha y col., 1995; Walden y col., 
1997). La actividad de las tres descarboxilasas (ODC, ADC y SAMDC) parece 
constituir un punto de control metabólico importante en la célula como se puede 
deducir de la corta vida media de estos enzimas (Cohen, 1998)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 Estructura química de las PAs más habituales en células eucariotas: Putrescina, espermidina y 
espermina.  
Putrescina
Espermidina
Espermina
+ +
+ + +
+ + + +
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Figura 1.3. Ruta biosíntetica de las PAs putrescina, espermidina y espermina en plantas y su relación con la 
biosíntesis del etileno. ACC, ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico; ADC arginina descaboxilasa; MTA, 
metiltioadenosina; SAM, S-adenosilmetionina; SAMDC, S-adenosilmetionina descarboxilasa; SAMs, S-
adenosilmetionina sintasa; ODC, ornitina descarboxilasa. Se indican los inhibidores de las enzimas implicadas en 
los globos sombreados de gris: AVG, aminoetoxivinilglicina; DFMA, DL-difluorometilarginina; DFMO DL-
difluorometilornitina; MGBG, metilglioxal-bis-guanil hidrazona. 
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1.4.2. Regulación de la biosíntesis de PAs. 
Entre los mecanismos regulatorios que controlan las actividades de ADC, 
ODC y SAMDC el control por retroalimentación ejercido por las PAs se ha descrito 
en numerosos sistemas. Existen evidencias de que los niveles de Spm y Spd están 
sujetos a una fuerte regulación homeostática (Bhatnagar y col., 2002). La adición de 
Spm exógena a cultivos de células de tabaco suprime la actividad ADC e inhibe la 
actividad SAMDC lo que sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio por 
retroalimentación (Hiatt y col., 1986). Sin embargo este no parece ser un mecanismo 
general de la regulación pues la adición de esta PA a cultivos de células de tabaco no 
suprime la actividad ODC (Hiatt y col., 1986). Por su parte la actividad ODC parece 
estar regulada en plantas de guisante por un mecanismo simple basado en la 
acumulación de producto final (Slocum y Richardson, 1991). Esto sugiere la 
existencia de diferentes mecanismos que participan en la regulación de las actividades 
ADC, ODC y SAMDC (Tiburcio y col., 1997). Experimentos realizados con plantas 
transgénicas conducen a conclusiones ligeramente diferentes. Así no se producen 
cambios significativos en los niveles de mensajeros de SAMDC y SPDS en plantas de 
arroz transformadas con el cDNA de SAMDC de Datura que presentan incrementos 
importantes en los niveles de Spd (Thu-Hang y col., 2002).  
Por otra parte, en plantas transgénicas de arroz transformadas con el cDNA 
antisentido de ADC de avena se observa que la reducción en los niveles de Put y Spd 
provocada por la disminución en la actividad ADC no afectaba a los niveles de los 
RNAs mensajeros de ADC, ODC o SAMDC  (Trung-Nghia, 2003).  
Estos resultados sugieren que la retroalimentación por las PAs puede ser un 
mecanismo de inhibición de la expresión de los genes de su propia síntesis y que la 
falta de PAs no desencadena una inducción de la expresión de estos genes aliviada 
por una alteración en los niveles totales de PAs (Trung-Nghia, 2003). 
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1.5. La S-adenosilmetionina descarboxilasa. 
1.5.1. Función biológica y caracteristicas. 
La SAMDC cataliza la descaboxilación de la SAM para dar lugar a S-
adenosil-5´-3´-metilpropilamina (dcSAM), que a su vez actúa como donador de los 
grupos aminopropilo necesarios para la síntesis de Spd y Spm a partir de Put (Figura 
1.3). Un rasgo característico en plantas es que la SAM es asímismo un intermediario 
de la síntesis de etileno a través de la síntesis previa del ácido 1-aminociclopropano-
1-carboxílico (ACC) (Van der Straeten y Montagu, 1990). De esta forma la SAM 
constituye un punto en común entre ambas rutas metabólicas lo que ha provocado 
numerosos estudios en los que se analiza el efecto de la variación en los niveles de 
SAM sobre la biosíntesis del etileno y las PAs. 
Estudios realizados en diversos organismos como Escherichia coli (Tabor y 
col., 1986), Sacharomices cerevisiae (Kashiwagi y col., 1990) o en mamíferos 
(Pajunen y col., 1988) han demostrado que la SAMDC constituye una mínima 
fracción del total de proteínas intracelulares. Su escasa presencia se debe a dos 
factores: la vida media corta de la proteína y una regulación a múltiples niveles; 
transcripcional, traduccional y post-traduccional (Tiburcio y col., 1997). En la 
regulación de la expresión de los genes de la SAMDC participan diversos factores 
como las propias PAs, hormonas o factores de crecimiento (Tiburcio y col., 1997). 
 La traducción del mRNA de la SAMDC da lugar a un proenzima que se 
escinde autocatalíticamente para formar 2 subunidades denominadas α y β, 
generándose en este proceso el grupo prostético piruvato en el extremo 5´ de la 
subunidad  α  por serinolisis (Stanley y col., 1989). En el caso de los mamíferos la 
SAMDC posee una estructura dimérica (α β)2 cuya estructura cristalina se ha 
obtenido con un resolución de 2.25 Ǻ (Ekstrom y col., 1999), comprobándose que el 
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monómero formado por las subunidades α y β se pliega en un motivo no descrito 
anteriormente que puede ser el resultado de una antigua duplicación génica. 
La SAMDC de plantas presenta características similares a las presentes en 
otros organismos. La primera detección de actividad SAMDC en plantas fue realizada 
en extractos de brotes de judía (Coppoc y col., 1971), para posteriormente ser 
purificada en plántulas de maíz (Suzuki y Hirasawa, 1980) y col china (Yamahona y 
Cohen, 1985). Trabajos iniciales demostraron que la vida media de este enzima en 
cultivos célulares de tabaco es de 30-60 minutos y que su nivel de actividad disminuía 
en cultivos celulares con Spd (Hiatt y col., 1986). Esta inhibición por Spd se 
produciría, según los autores, a nivel de la síntesis de la SAMDC y no a un nivel post-
traduccional, como ocurre en el caso de la SAMDC de mamíferos donde Spd y Spm 
inhiben la actividad del enzima (Heby y Persson, 1990). 
Se han aislado y caracterizado los cDNAs de SAMDC de numerosas plantas 
como Solarum tuberosum (Taylor y col., 1992; Mad Arif y col., 1994), Spinacea 
oleacea (Bolle y col., 1995), Catharantus roseus (Schröder y Schröder, 1995), 
Tritordeum (Dresselhaus y col., 1996), Dianthus caryophyllus (Lee y col., 1997a), 
Brassica juncea (Lee y col., 1997b), Pharbitis nil (Yoshida y col., 1998), Triticum 
aestivum (Li y Chen, 2000), Vicia faba (Fruehling y col., 2000), Arabidopsis thaliana 
(Marco y Carrasco, 1996), Pisum sativum (Marco y Carrasco, 2002) entre otras. El 
análisis de las secuencias de estos clones muestra que su grado de identidad es 
elevado aunque al compararlas con el resto de organismos los valores de identidad se 
reducen considerablemente, reduciéndose a regiones conservadas concretas. Estas 
regiones incluyen en su secuencia los residuos necesarios para la actividad enzimática 
(Stanley y Pegg, 1991, Ekstrom y col., 1999), así como el sitio de ruptura 
autocatalítica post-traduccional (Stanley y col., 1989; Kashiwagi y col., 1990; Lee y 
col., 1997a; Xiong y col., 1997). Al igual que en mamíferos la secuencia de la 
SAMDC de plantas presenta secuencias PEST (Lee y col., 1997a; Pajunen y col., 
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1988) que están implicadas en mecanismos de degradación de proteínas (Rogers y 
col., 1986). Por otra parte, los cDNAs de la SAMDC de plantas se caracterizan por 
poseer regiones 5´ no traducidas largas (5´-UTR) y que contienen una pauta de 
lectura de 50-54 aminoácidos muy conservados a la que se ha atribuido un posible 
papel regulador (Schröder y Schröder, 1995; Hanfrey y col., 2002) de forma similar a 
la región 5´ no traducible larga que se encuentra en plantas y que contiene una pauta 
de lectura para un hexapéptido, [MAGDIS], cuya presencia es necesaria para la 
inhibición de la síntesis de SAMDC por Spm (Shantz y col., 1994; Ruan y col., 
1996).  
A nivel genómico la organización de la SAMDC de plantas se caracteriza 
generalmente por la presencia de más de una copia del gen, así en clavel (Lee y col., 
1997a), o en patata  (Rorat y col., 1998) hay 2 o más copias aunque en Trithordeum 
se ha detectado una única copia (Dresselhaus y col., 1996). El genoma de Arabidopsis 
presenta 6 copias de la SAMDC siendo SAMDC1 la más abundante y ubícua mientras 
que SAMDC2 se expresa sólo en hojas e inflorescencias. Las otras 4 copias del gen de 
la SAMDC en Arabidopsis se encontraron por homología de secuencia la cual, 
habiéndose sugerido que los genes SAMDC5 y SAMDC6 no codifican proteínas 
enzimáticamente activas (Franceschetti y col., 2001)  
1.5.2. Regulación de la expresión de la SAMDC. 
La expresión de la SAMDC está regulada por muchos factores. El estudio 
espacial de la expresión de SAMDC según el tejido demuestra niveles detectables del 
transcrito en todos los tejidos estudiados, comprobándose unos niveles de expresión 
altos en tejidos jóvenes y de división activa y niveles de expresión bajos en tejidos 
maduros ya sea vegetativos o reproductivos (Evans y Malmberg, 1989). El análisis de 
la expresión de la SAMDC de patata demostró la existencia de niveles altos de 
expresión en brotes florales observándose un descenso en los niveles de expresión 
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con la edad del tejido en tejidos vegetativos (tallos y raíces) o en estadios finales de 
tuberización (Mad Arif y col., 1994). En tejidos de clavel se observa unos niveles 
altos de expresión de SAMDC en pétalos, siendo menores en ovarios y pistilo (Lee y 
col., 1997a). El desarrollo de la flor produce también cambios en la expresión de la 
SAMDC, observándose un aumento de los transcritos en pétalos desde el estadio de 
brotes jóvenes hasta la antesis, para posteriormente decaer durante la senescencia de 
la flor (Lee y col., 1997a). Por otra parte, en tejidos vegetativos el mayor nivel de 
expresión se observa en tallos, siendo más bajos en raíces y hojas (Lee y col., 1997a). 
En guisante se observa que los mayores niveles de expresión de la SAMDC se 
encuentran en ovarios en día de antesis mientras que los niveles más bajos se 
encuentran en hojas adultas (Marco y Carrasco 2002). En este trabajo se comprobó 
también que la aplicación de AVG, un inhibidor de la síntesis de etileno (Satoh y 
Yang, 1989), en ovarios emasculados de guisante en el día de antesis retrasa su 
entrada en senescencia y provoca una disminución en los niveles de SAMDC. Por 
otra parte, el tratamiento con Spd provoca también la reducción en los niveles de 
SAMDC y un retraso en la entrada en senescencia (Marco, 2000). 
Existe también una oscilación circadiana  de los niveles de mensajero de 
SAMDC en hojas primarias de plantas de Hordeum vulgare crecidas en un 
fotoperíodo de largo (Dresselhaus y col., 1996). Se puede comprobar la existencia de 
unos niveles máximos de transcrito durante las primeras 8 horas en luz y un nivel 
mínimo durante la mitad del período de oscuridad. Esta oscilación circadiana se 
puede observar también en hojas de Pharbitis nil, donde plantas crecidas en día largo 
presentan oscilaciones con un máximo de transcrito de SAMDC tras la primera hora 
de luz, para luego decaer a un mínimo durante el final del período de oscuridad 
(Yoshida y col., 1998). Estos estudios revelan además una rápida inducción por la luz 
de la expresión de SAMDC, en la que están implicados tanto el receptor de luz azul 
INTRODUCCIÓN 
 19
como el fitocromo PhyB. Más tarde se observa una caída de los niveles del 
mensajero, con una vida media de 30 minutos (Yoshida y col., 1999). 
Los niveles de expresión de SAMDC presentan también variaciones respecto 
de factores ambientales; así en arroz el estrés salino, la desecación y la aplicación de 
ABA provocan un aumento en los niveles de su transcrito (Li y Chen, 2000). Así 
mismo, en plantas de soja el estrés por desecación provoca un aumento de su 
expresión de la SAMDC (Tian y col, 2004). 
También puede observarse una inducción de su expresión en patata como 
consecuencia del crecimiento a 3-4ºC (Rorat y col., 1998). De igual forma, el frío 
provoca en arroz (Lee y col., 1997c) o en calabacín un aumento de la actividad 
SAMDC (Kramer y Wang, 1990). El tratamiento con ozono provoca también un 
aumento en los niveles de expresión de la SAMDC en guisante (Marco y Carrasco, 
2002). 
1.6. Participación de las PAs en las respuestas a estrés de la 
planta.   
El metabolismo de las PAs se ve afectado por diferentes tipos de estreses tanto 
de carácter abiótico como biótico. Las PAs están relacionadas con las rutas de 
señalización de las plantas en la respuesta al ataque por patógenos (Martín-Tanguy, 
1987) y al estrés de tipo abiótico causado por un déficit de nutrientes, pH ácido, estrés 
osmótico, estrés salino y  por contaminantes atmosféricos (Flores, 1991; Bouchreau y 
col., 1989; Langebartels y col., 1991). Se ha relacionado el aumento en los niveles de 
PAs observado como consecuencia de un estrés con la capacidad que tienen estas 
moléculas de unirse tanto a cationes como a aniones. La unión de las PAs a aniones 
como los fosfolípidos de membrana o ácidos nucleicos protegería a estas moléculas 
de reacciones de tipo oxidativo. Por otra parte la unión a cationes como Co2+, Cu2+, 
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Fe+2 o Ni2+ evitaría la formación de radicales libres (Lovaas, 1997). Las PAs se 
comportan como antioxidantes eficientes en muchos sistemas biológicos y también 
pueden tener función como quelantes vegetales, con lo que son buenos candidatos 
para la protección de células vegetales frente al daño oxidativo derivado de la 
presencia de metales pesados como el cadmio que es deletéreo para el crecimiento y 
desarrollo de las plantas, causando daños severos incluso a bajas concentraciones. 
Los trabajos publicados hasta la fecha indican que un aumento excesivo de los niveles 
de Put es tóxico para la planta, mientras que incrementos en los niveles de Spd y Spm 
podrían tener un efecto protector (Tiburcio y col., 1994; Galston y col., 1997). 
1.6.1. Las PAs en la respuesta al estrés abiótico. 
La implicación de las PAs en la respuesta al estrés abiótico ha sido estudiada 
en gran cantidad de sistemas vegetales. La variación en las condiciones externas 
como son la falta de nutrientes (Flores, 1991; Bouchereau y col., 1999), el estrés 
causado por un choque osmótico (Bouchereau y col., 1999), la polución atmosférica 
(Bouchereau y col., 1999; Marco y Carrasco, 2002) o la contaminación por metales 
pesados (Groppa y col., 2003) provocan en las plantas superiores variaciones 
drásticas en el metabolismo de nitrógeno y PAs. 
La variación de los niveles de PAs como consecuencia de la falta de nutrientes 
se observó por primera vez en plantas de cebada (Richards y Coleman, 1952) donde 
aumentaban los niveles de Put como consecuencia de la deficiencia en K+. Trabajos 
posteriores han demostrado que la acumulación de Put como consecuencia de la falta 
de nutrientes, mediada por el aumento de actividad ADC, es un rasgo común en 
distintas plantas (Flores, 1991; Boucherau y col., 1999). 
El estrés salino por su parte provoca cambios en la actividad ADC y en los 
niveles de su transcrito en arroz. Se ha observado que los niveles de PAs en las 
variedades con mayor tolerancia son mayores que en las variedades sensibles al estrés 
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salino. Bajo condiciones de estrés en las variedades resistentes se observa un aumento 
de los niveles de Spm y Spd mientras que las variedades sensibles sólo acumulan Put 
(Chattopadhay y col., 1997). Sin embargo en explantes de hoja de tomate sometidos a 
estrés salino se observa una disminución en los niveles de Put y Spd mientras que los 
niveles de agmatina, diaminoputrescina y Spm aumentan siendo los altos niveles de 
Dap indicativos de una mayor oxidación de las PAs (Aziz y col., 1998).  Bajo dichas 
condiciones de estrés también se ha observado un aumento en los niveles de prolina 
que se correlacionan con la disminución  de Put y Spd (Aziz y col., 1998). Existen 
evidencias que sugieren que en condiciones de estrés se establece una relación 
precursor-producto entre la Put y la prolina a través de la diaminooxidasa (DAO) y 
del metabolismo del ácido γ-amino butírico (Bouchereau y col., 1999). Esta relación 
entre los niveles de Put y prolina se han descrito también en Brassica napus durante 
un estrés osmótico (Aziz y Larher, 1995).  
Por otra parte, cultivos celulares de alfalfa procedentes de líneas resistentes a 
déficit hídrico presentan una acumulación de Spd y Spm y pérdida de Put cuando se 
los somete a una privación de agua añadicendo PEG (Kuehn y col., 1990). Resultados 
similares se obtuvieron al someter hojas de trigo a un estrés por desecación (Liu y 
col., 2004). Se ha comprobado también la inducción de la SAMDC de plantas de soja 
como consecuencia del estrés por desecación (Tian y col., 2004) 
El aumento en la concentración de PAs se consigue también al tratar hojas de 
cebada separadas de la planta con sorbitol. Sin embargo el aumento de Put y actividad 
ADC como consecuencia de este estrés osmótico esta acompañado en este caso de 
una disminución en los niveles de Spd y Spm (Flores y Galston, 1984). Se han 
conseguido resultados similares usando otros agentes osmóticos (manitol, prolina, 
betaína, sacarosa) o a través de la eliminación de agua (Flores y Galston, 1984). En 
estos casos el aumento en los niveles de Put está acompañado de evidentes síntomas 
de estrés en la planta como son el marchitamiento y la pérdida general de proteína 
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que pueden ser retardados con el tratamiento con Spm o con un pretratamiento con 
difluorometilarginina (DFMA), inhibidor de la actividad ADC (Besford y col., 1993). 
Este aumento de Put está mediado por ADC como se demuestra con el rápido marcaje 
de arginina vía agmatina y N- carbamoyl-Put que se correlaciona con un aumento de 
la actividad ADC. Aumento que no se observa para ODC. Borrell y col. (1996) 
aportaron evidencias de una regulación post-transcripcional de la ADC por la Spm la 
cual actuaría inhibiendo el procesamiento de su proenzima. En el caso concreto de 
Arabidopsis thaliana se ha comprobado que el estrés osmótico provoca ese mismo 
aumento de Put y actividad ADC como una consecuencia de la activación 
transcripcional del gen ADC2 (Feirer y col., 1998; Soyka y Heyer, 1999). El estrés 
osmótico provoca la acumulación de las PAs de cadena larga caldina y termina, 
previamente descritas en bacterias termofílicas y halofílicas creciendo en condiciones 
extremas (Oshima, 1983; Hamana y col., 1985). Por último, se ha comprobado que el 
estrés osmótico provoca en discos de hojas de colza un aumento de cadaverina y Put 
al igual que la sequía en sus plántulas (Aziz y col., 1997).  
El papel de las PAs en la respuesta al estrés oxidativo ha tomado en los 
últimos años gran interés. Las PAs parecen actuar como posibles agentes protectores 
frente al estrés oxidativo como se revela al tratar ciertas variedades resistentes de 
Coryza canadienses con el oxidante paraquat. En este experimento la resistencia 
estaba correlacionada con niveles elevados de PAs y actividades altas ADC y ODC 
(Ye y col., 1997). En el caso de pepino la irradiación con UV-C provoca una 
acumulación de Put (Kramer y col., 1991). El estudio de la respuesta de las plantas al 
estrés de tipo oxidativo ha cobrado un especial interés con el considerable aumento de 
los niveles de ozono (O3) en las capas bajas de la atmósfera. El ozono un 
contaminante de tipo ambiental que provoca graves daños en la vegetación de Europa 
y América del Norte. Su presencia incluso a bajos niveles da lugar a disminuciones 
importantes en la fotosíntesis, causar daños en las hoja y acelerar la senescencia 
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(Heagle, 1989). Existen diversos trabajos centrados en el posible papel protector de 
las PAs frente al daño causado por el ozono. El tratamiento de hojas de cebada con 
ozono provoca un rápido aumento de los niveles de Spd y en la actividad ADC 
(Rowland-Bamford y col., 1989). Aumentos en los niveles de Spm  y Spd como 
consecuencia del tratamiento con ozono se han observado también en Picea abies 
(Dohmen y col., 1990) y trigo (Drolet y col., 1986). En el caso de tabaco, estudios 
realizados con variedades sensibles y resistentes han permitido comprobar el rápido 
aumento de Put en la línea resistente a ozono Bel B (Langerbartels y col., 1991); la 
línea hipersensible Bel W3 sólo presentaba un ligero aumento de Put en fases tardías  
donde la lesión necrótica ya se había producido. De forma parecida, en plantas de 
patata se observa un aumento en los niveles de Put y Spm así como de actividad ODC 
cuando tras el tratamiento con ozono (Reddy y col., 1993). Se ha propuesto que las 
PAs pueden proteger la planta del estrés oxidativo por la inhibición de la 
peroxidación de la membrana lipídica (Kidata y col., 1979). Asímismo, se ha 
comprobado que los conjugados con ácidos cafeico, ferúlico o p-cumárico presentan 
una gran capacidad de eliminación de radicales libres (Bors y col., 1989). Por otra 
parte, el papel protector de las PAs podría estar relacionado, al menos en parte, con la 
competencia con la ruta del etileno por el precursor SAM, ya que el etileno se ha 
propuesto como mediador de la respuesta al ozono (Mehlhorn y col., 1991; 
Sandermann y col., 1998). Recientemente se ha comprobado que también los niveles 
de los mRNAs de SAMs, ADC y SAMDC se ven afectados por ozono en hojas y 
tallos de plantas de guisante (Marco y Carrasco, 2002; Marco y col., 2003).  
Se han realizado numerosos estudios que evidencian la variación en el 
metabolismo de PAs como consecuencia de cambios drásticos en la temperatura. La 
respuesta de la planta a este estés térmico incluye la síntesis de PAs de cadena larga 
como son la caldina, termina y caldopentamina. Estas PAs, poco comunes y de alto 
peso molecular habían sido descritas anteriormente sólo en bacterias termofílicas 
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donde son esenciales para la síntesis proteica a altas temperaturas. Se ha comprobado 
que estas PAs de cadena larga se acumulan en polen y en cultivos celulares de una 
variedad de algodón tolerante al calor utilizando para su síntesis el diaminopropano 
proveniente de la degradación de Spd por la poliamina oxidasa (PAO; EC 1.5.3.3)  y 
los grupos aminopropilo procedentes de dcSAM (Kuehn y col., 1990; Philips y 
Kuehn 1991). De igual forma el estrés por calor provoca en callos de arroz la síntesis 
de PAs, acompañada por alteraciones en el metabolismo de PAs. En callos tolerantes 
al calor se observa una mayor actividad ADC y PAO que en callos sensibles de forma 
que los primeros acumulan más PAs, libres y conjugadas, así como caldina y termina 
(Roy y Ghosh, 1996). En general parece ser que las plantas tolerantes frente a un 
estrés por calor intentan mantener si no aumentar sus niveles de Spm y Spd a 
expensas de Put (Philips y Kuehn, 1991). 
La respuesta en plantas superiores al daño generado por bajas temperaturas 
está orientada a regular la permeabilidad de la membrana y proteger la integridad 
estructural de las proteínas embebidas en ella. El daño por frío provoca una alteración 
en la arquitectura de la membrana a través de una transición de fase en la ordenación 
de los lípidos de membrana que podría afectar a los anteriores aspectos de la célula 
(Raison y Lyons, 1970). Se ha descrito que la exposición a bajas temperaturas 
provoca la acumulación de Put en varias especies de plantas (Martín-Tanguy, 1987). 
Así en trigo, se ha observado un aumento de Put directamente relacionado con un 
aumento paralelo de la resistencia al frío (Racz y col., 1996). Por otra parte un 
aumento uniforme y considerable de los niveles de Spd parece constituir otra de las  
respuestas de algunas plantas a las bajas temperaturas (Flores, 1991). Así, en algunas 
plantas como el calabacín la disminución del daño por frío se consigue a través del 
aumento de los niveles de Spm y Spd  que se produce durante un acondicionamiento 
previo al estrés de 2 días a 10oC (Kramer y Wang, 1989). Este aumento en Spm y Spd 
va acompañado de una mayor actividad SAMDC (Kramer y Wang, 1990). En una 
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variedad tolerante de arroz la exposición al frío provoca un aumento en los niveles de 
Put y actividad ADC en tallos y raíces. Adicionalmente se observa sólo en tallos un 
aumento de Spm, Spd y actividad SAMDC (Lee y col., 1997c). El aumento de Put 
podría estar generado, vía ADC, por un aumento anterior de los niveles de ácido 
abscísico (ABA) (Lee y col., 1997c). Los autores apoyan la idea de que la Spm y la 
Spd podrían disminuir el daño que el frío provoca  a través del retardo de la 
peroxidación de los lípidos de membrana (Bouchereau y col., 1999; Borrell y col., 
1997). Además estas PAs podrían inhibir el movimiento de los fosfolípidos a través 
de la bicapa lipídica (Bratton, 1994) disminuyendo así las alteraciones en la estructura 
de la membrana. 
Se puede concluir que las PAs están, de diferentes formas, implicadas en la 
respuesta de las plantas a los diferentes tipos de estrese abiótico. En la mayoría de los 
casos, los datos aportados indican que elevados niveles de Spd y Spm, pero no Put, 
aumentan la tolerancia al estrés (Flores, 1991).  
1.6.2. Las PAs en  la respuesta al estrés biotico. 
Aunque existe poca información acerca del papel de las PAs en las 
interacciones entre planta y patógeno se sabe que participan en las rutas de 
señalización desencadenadas por dichas interacciones (Martín-Tanguy, 1987). El 
comportamiento de las PAs en la infección de plantas por bacterias apenas ha sido 
tratado en la bibliografía. Se ha documentado un aumento de Put en tallos de olivo 
después de la infección con Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi (Roussos, 2002). 
Sin embargo, se ha comprobado que los niveles de PAs y en particular el nivel de Spd 
aumentan considerablemente en hojas de cebada infectadas con el hongo Puccinia 
hordei (Greenland y Lewis, 1984). Posteriormente se demostró que la infección de 
cebada con el hongo  Blumeria graminis  daba lugar a aumentos en los niveles de 
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Spd, Spm y Put en hojas debido a un aumento en las actividades enzimáticas de ADC, 
ODC y SAMDC (Walters y col., 1985; Walters y Wylie 1986).  
En trabajos más recientes sobre cebada y su respuesta hipersensible al hongo 
B. graminis f. sp. hordei, Cowley y Walters (2002a) encontraron un gran aumento en 
los niveles de Put,  y Spm en forma libre así como de las formas conjugadas de Put, 
Spd y Spm, de 1 a 4 días después de la inoculación. Estos cambios en los niveles de 
PAs iban acompañados a su vez por aumentos en la actividad de los enzimas 
biosintéticos ODC, ADC y SAMDC y en los enzimas catabólicos DAO y PAO. La 
importancia de DAO en la resistencia de la planta a la infección por patógenos se ha 
demostrado también en la infección por Ascochyta rabiei en garbanzo (Rea y col., 
2002). En este trabajo se comprobó que durante la infección los niveles de DAO 
aumentaban significativamente y que la inhibición de este enzima con 2 – 
bromoetilamina reducía de forma importante la resistencia al patógeno. La actividad 
elevada de DAO y PAO se ha relacionado con un mecanismo de defensa frente a la 
infección por hongos basado en la penetración de la pared celular (Cowley y Walters 
2002b). Las actividades de estos 2 enzimas producen peróxido de hidrógeno, 
requerido para la ligación cruzada de proteínas y polisacáridos y la lignificación 
(Pellegrini y col., 1994). Con esto es posible que el aumento en las actividades de 
DAO y PAO observado en cebada pudiera participar en la producción del peróxido de 
hidrógeno destinado a la defensa por medio de ligamientos cruzados entre fenoles y 
proteínas en el lugar de entrada del patógeno (Cowley y Walters y 2002b). En el 
trabajo de Cowley y Walters (2002a) se comprobó también un aumento en la 
actividad de dos de los enzimas participantes en la conjugación de PAs como son 
PHT (putrescina hidroxicinamoiltransferasa) y TFT (tiramina feruloil CoA 
transferasa) posterior a la inoculación del patógeno. Trabajos previos implicaban la 
participación de las formas conjugadas de las PAs en la infección por hongos. Así la 
feruloilputrescina se acumula en patata infectada con Phoma exigua (Malmberg, 
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1984) mientras que tiramina y octopamina se sintetizan e integran en la paredes 
celulares de patata al infectar con hongos (Clarke, 1982). En este trabajo se sugirió 
que estos conjugados de PAs con ácido cinámico podrían contribuir  a la formación 
de una barrera fenólica haciendo las paredes celulares más resistentes a la hidrólisis 
enzimática provocada por el hongo. Muchos artículos describen la acumulación de 
conjugados de PAs como la cumaroilhidroxiputrescina o la cumaroilagmatina en 
cereales como consecuencia de la infección con hongos conduciendo a una resistencia 
al patógeno (Samborski y Rohringer, 1970; Smith y Best 1978; Von Ropenack y col., 
1998; McClusky y col., 1999) y en los que se demuestra sus propiedades antifúngicas 
(Walters y col., 2001). Así mismo, a la vista de la existencia de caspasas en plantas 
superiores, Cowley y Walters (2002a) sugirieron una relación entre la acumulación de 
Spm y la activación de caspasas en cebada reaccionando de forma hipersensible a la 
infección con B. graminis f. sp. hordei. Debido a las evidencias de que la 
acumulación de Spm conduce a la activación de un conjunto de caspasas que 
desencadenan a su vez la apoptosis en células leucémicas (Stefanelli y col., 1998). 
Las PA también parecer jugar un papel importante en la resistencia de la 
planta frente a la infección por virus. En la respuesta hipersensible a la infección con 
el virus del mosaico del tabaco se observa un aumento muy importante en la actividad 
ODC así como una acumulación de conjugados de PAs en la células vivas alrededor 
de la zona necrótica (Negrel y col., 1984; Martín – Tanguy y col., 1973 y 1976). En 
esta infección por el virus del mosaico del tabaco también se observaba un aumento 
de Put y Spd en sus formas libres (Torrigiani y col., 1997). Existen 2 hipótesis 
respecto al papel de las PAs y sus conjugados en la resistencia a la infección. Una de 
ellas incluye la inhibición de la replicación del virus por algunos conjugados de PAs 
(Martín – Tanguy y col., 1976); la otra implica la participación de las PAs en la 
inducción de la apoptosis durante la respuesta hipersensible. Esta última hipótesis está 
apoyada por la observación de un considerable aumento de Spm en los espacios 
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intercelulares de las hojas necróticas (Yamakawa y col., 1998). En este trabajo se 
comprobó que la Spm induce las proteínas PR y la resistencia al virus del mosaico del 
tabaco de forma independiente al salicilato.  
1.7. Efectos de la modificación de los niveles de PAs sobre la 
respuesta al estrés. 
1.7.1. Aplicación exógena de PAs y de inhibidores de la síntesis de 
PAs. 
La participación de las PAs en las respuestas a estrés se ha estudiado 
frecuentemente mediante la modificación de sus niveles en las planta. Históricamente, 
el enfoque más común para la modificación celular del nivel de PAs en plantas ha 
sido la aplicación exógena de PAs o de inhibidores químicos específicos de los 
enzimas de su ruta de biosíntesis. Los inhibidores más utilizados son la 
difluorometilornitina (DFMO), un inhibidor irreversible de la ODC (Bey y col., 
1987), la difluorometilarginina (DFMA), un inhibidor irreversible de la ADC (Bitonti 
y col., 1987), la metilglioxal-bisguanilhidrazona (MGBG), inhibidor competitivo de 
la SAMDC (Williams-Ashman y Schenone, 1972) y la ciclohexilamina, inhibidor 
competitivo de la espermina sintasa (Hibasami y col., 1980). Con el uso de estos 
inhibidores se ha puesto en evidencia la correlación existente entre los niveles de PAs 
y las respuestas fisiológicas en la planta durante el estrés (Evans y Malmberg, 1989; 
Galston y col., 1997). Así, el daño oxidativo provocado por la luz ultravioleta C (UV- 
C) provoca una aumento en los niveles de Spm que puede ser evitado con el uso del 
inhibidor DFMA provocando así un aumento de la sensibilidad de la planta a esta 
irradiación (Campos y col., 1991). Del mismo modo, la aplicación de DFMA en hojas 
de cebada agrava  el daño visible en la hoja provocado por ozono. Sin embargo el uso 
de estos inhibidores tiene sus limitaciones como son los problemas derivados de la 
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distinta velocidad de asimilación de los inhibidores por parte de las plantas, sus 
conversiones metabólicas, la falta de especificidad y los efectos dañinos sobre las 
propiedades de membrana. La falta de especificidad del MGBG provoca que también 
actúe sobre la ADC (Hiatt y col., 1986) y la poliamina oxidasa (Pegg y Williams-
Ashman, 1987). Por otra parte un ejemplo de conversión metabólica negativa lo 
constituye la DFMA que puede ser transformado a DFMO por acción de la enzima 
arginasa con lo que su uso conllevaría una inhibición adicional de ODC (Slocum y 
Galston, 1987). Un problema adicional  consiste en que el uso de estos inhibidores 
permite únicamente una modificación poco controlada e indirecta de los niveles de 
PAs.  
La aplicación exógena de PAs constituye una alternativa al estudio de la 
participación de las PAs en las respuestas a estrés en las plantas. La aplicación de Put, 
Spd y Spm impide la necrosis en la hoja de tomate provocada por el ozono (Ormrod y 
Beckerson, 1986). De igual manera, la aplicación de Spd disminuye el daño 
provocado por UV-C (Campos y col., 1991). También se ha comprobado que la 
adición de PAs reduce en Arctotheca calendula los daños provocados por el oxidante 
paraquat (Soar y col., 2004). El tratamiento con DFMO, que incrementa la relación 
(Spd+Spm)/Put de o la adición de Spd producen una mejora de la viabilidad de 
protoplastos de cereales sometidos a un estrés osmótico (Tiburcio y col., 1993). Se ha 
comprobado que la aplicación de Spd y Spm reduce los efectos dañinos de la presión 
osmótica en plantas de avena (Besford y col., 1993), de la infección por el virus del 
mosaico del tabaco (Yamakawa y col., 1998) y del paraquat en Arabidopsis (Kurepa 
y col., 1998). Los experimentos de Rajasekaran y Blake (1999) con reguladores 
exógenos demostraron que la Spd y la Spm estimulaban el crecimiento de plántulas 
de Pinus bunksana durante estrés por desecación y que los daños sobre la membrana 
fruto del estrés eran reducidos por estas PAs. Así mismo, se ha descrito que la adición 
de Spd y Spm reduce en pepino los efectos del frío (Shen y col., 2000). 
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1.7.2. Mutantes del metabolismo de PAs. 
La modificación de los niveles de PAs tiene lugar también en mutantes en su 
metabolismo. Se han obtenido mutantes resistentes a DFMO (Hiatt y Malmberg 
1988) que presentaban niveles elevados de PAs y resistencia al estrés ácido (Hiatt y 
Malmberg 1988). Esta mayor tolerancia al estrés ácido y el mayor contenido en PAs 
de estos mutantes llevó a sugerir la participación de las PAs en la resistencia al estrés 
(Malmberg y col., 1998). También se han encontrado mutantes resistentes al MGBG 
que presentaban una morfología floral atípica (Malmberg y Rose, 1987, Trull, 1992). 
Por otra parte existen mutantes resistentes a concentraciones inhibitorias de Spm que 
presentaban una serie de anomalía en el crecimiento como flores más grandes y hojas 
con puntas elevadas (Mirza y Iqbal, 1997). 
El uso de la técnica de inserción de T-DNA activador ha permitido generar 
colecciones de mutantes de Arabidopsis con ganancia de función que afecten a la 
señalización por estrés o a la resistencia a inhibidores de la biosíntesis de PAs (Fritze 
y col., 1995). Con esta estrategia se ha caracterizado un grupo de mutantes resistentes 
al MGBG (Fritze y col., 1995) que presentan un aumento en el contenido en PAs 
similar a lo observado por Malmberg y colaboradores  (1998). 
Así mismo, se han generado colecciones de mutantes de pérdidad de función. 
Es interesante el caso del mutante de ADC2  en9 obtenido a partir de una búsqueda 
por PCR en una población de Arabidopsis mutagenizada con el transposón autónomo 
En-1 (Baumann y col., 1998). En-1 es un transposón grande que provoca la 
disrupción del gen donde se localiza (Cardon y col., 1993) con lo que la mutación en9 
constituye una pérdida de función de ADC2. Este mutante no presenta ningún 
fenotipo característico en condiciones normales aunque carece de la inducción de 
ADC2 provocada por estrés osmótico (Soyka y Heyer, 1999). 
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1.7.3. Sobreexpresión de genes implicados en la biosíntesis de PAs. 
La expresión de genes trangénicos constituye una forma de regular pasos 
metabólicos específicos ya sea al alza (Kinney, 1998; Lindsey, 1998; Nuccio y col., 
1999) o a la baja (Kinney, 1998; Lindsey, 1998). Esta aproximación puede revelar 
mecanismos de regulación no observados con el análisis de mutantes o inhibidores. 
La manipulación del metabolismo de PAs se ha convertido en los últimos años en una 
herramienta muy importante para estudiar su papel fisiológico en plantas (Kumar y 
Minocha, 1998; Bhatnagar y col., 2002). El contenido celular de PAs se ha modulado 
con la sobreexpresión o regulación a la baja de ADC, ODC o SAMDC. La 
sobreexpresión del  cDNA de ODC de levadura en plantas de tabaco aumenta el 
contenido en Put y en nicotina, un alcaloide derivado de la Put (Hamill y col., 1990). 
La sobreexpresión constitutiva bajo el control del promotor CAMV35S de genes de 
ADC, ODC o SAMDC suele tener efectos negativos en el crecimiento normal de las 
plantas transgénicas (Kumar y col., 1997; Capell y col., 1998). Sin embargo, estas 
plantas transgénicas suelen presentar una mayor tolerancia al estrés salino como las 
sobreexpresoras de ODC (Kumria y Rajam, 2002), las sobreexpresoras de ADC (Roy 
y Wu, 2001), o las de SAMDC (Waie y Rajam, 2002). En este último caso, la 
sobreexpresión de SAMDC también confería una mayor resistencia a la infección con 
hongos (Waie y Rajam, 2002). Con el objetivo de evitar los efectos dañinos que la 
sobreexpresión constitutiva de estos genes provoca en las plantas se han utilizado más 
recientemente promotores inducibles por ABA. Así se ha sobreexpresado el cDNA de 
ADC de avena en arroz bajo condiciones de estrés (Su y col., 1998). Estas plantas 
trangénicas presentan un aumento en la producción de biomasa y una mayor 
acumulación de Put bajo condiciones de sequía. Resultados similares se obtuvieron al 
transformar  arroz con el gen de SAMDC de Tritordeum (Roy y Wu, 2002) donde la 
aplicación exógena de ABA y el estrés con NaCl incrementaban los niveles de 
expresión de SAMDC.  
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1.8. Efectos de la manipulación de la expresión de SAMDC 
en plantas transgénicas. 
La modificación de los niveles de SAMDC también tiene como consecuencia 
la manipulación del metabolismo de PAs. Se ha obtenido plantas de patata con el 
cDNA de SAMDC en orientación antisentido bajo el control del promotor CAMV35S 
(Kumar y col., 1996). Las líneas transgénicas presentaron una actividad SAMDC 
reducida en un 10-28% respecto a las plantas control junto a una disminución de un 
16% en el contenido de PAs. Fenotípicamente estas plantas presentaban un 
crecimiento reducido, internados cortos, ramificaciones abundantes, hojas pequeñas y 
una baja capacidad de enraizamiento en cultivo in vitro. Además, presentaban una 
senescencia avanzada de las hojas maduras y necrosis lo que indica un importante 
daño oxidativo (Kumar y col., 1996). En ese mismo trabajo se demostró que la 
severidad de estas alteraciones fenotípicas correlacionaba con el nivel de reducción 
de los niveles de mRNA de SAMDC (Kumar y col., 1996). También se han obtenido 
plantas de patata que expresaban la SAMDC antisentido bajo el control un promotor 
inducible por tetraciclina (Gatz y col., 1992). Estas líneas presentaban resultados 
similares a los obtenidos con el promotor constitutivo pues el tratamiento con 
tetraciclina provocó descensos en los niveles del transcrito de SAMDC así como 
reducciones en la actividad SAMDC de hasta un 50% respecto de los controles sin 
tratar. Sin embargo el descenso en la actividad SAMDC no dió lugar a disminuciones 
tan elevadas en los niveles de Spd y Spm como en el caso del promotor constitutivo. 
También se han obtenido plantas transgénicas de patata transformadas con la SAMDC  
antisentido bajo el control del promotor de la patatina, específico de la tuberación 
(Pedrós y col., 1999). Estos transformantes contenían  niveles reducidos de mRNA y 
actividad SAMDC así como menor cantidad de PAs totales. Sin embargo, no se 
observó un fenotipo significativo obvio en la tuberización (Pedrós y col., 1999). 
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La generación de plantas transgénicas de patata sobreexpresoras de SAMDC 
bajo el control del promotor CAMV35S no pudo completarse pues los microcallos 
obtenidos no daban lugar a brotes aéreos en el medio de selección (Kumar y col., 
1996). La obtención de plantas de patata sobreexpresoras de SAMDC pudo llevarse a 
cabo con el uso de un promotor inducible por tetraciclina (Gatz y col., 1992). El uso 
de este promotor permitió generar plantas cuya expresión de SAMDC estaba 
reprimida de forma que no era letal en los primeros estadios de regeneración. 
Posteriormente el tratamiento de las plantas con tetraciclina provocó un aumento en 
los niveles de SAMDC de 2 a 6 veces respecto a las plantas sin tratar, así como 
aumentos en actividad SAMDC entre 2 y 4 veces, de 7 veces en los niveles de Spd y 
4 en los de Spm (Kumar y col., 1996). Así mismo, el uso del promotor de la patatina 
permitió obtener plantas de patata que sobreexpresaban la SAMDC (Pedrós y col., 
1999). En este caso los tubérculos en desarrollo de los transformantes presentaron 
niveles altos del transcrito y actividad SAMDC así como una elevación en los niveles 
de Spd respecto de los controles. Estos cambios van acompañados de ciertas 
alteraciones fenotípicas como es la disminución del tamaño de los tubérculos (Pedrós 
y col., 1999).  
 El gen de SAMDC humana se introdujo en plantas de tabaco bajo el control 
del promotor constitutivo CAMV35S (Noh y Minocha, 1994). Las plantas 
transgénicas obtenidas presentaban una actividad SAMDC hasta 9 veces superior y 
unos niveles de Put un 50% inferiores a las plantas control. Por su parte los niveles de 
Spd eran de 2 a 3 veces más elevados mientras que sólo en algunas líneas se 
observaron niveles elevados de Spm. Estas plantas presentaban una serie de 
anomalías fenotípicas que incluían tallos y hojas delgadas y un mal desarrollo 
general. Sin embargo estas anomalías desaparecían progresivamente con el proceso 
de subcultivo. 
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La manipulación de los niveles de SAMDC también se ha realizado en tomate 
y sus efectos analizados en varios trabajos (Mehta y col., 1999). Así Mehta y col., 
(1999) llevaron a cabo la introducción del gen de levadura en sentido bajo el control 
del promotor E8, específico de la maduración del fruto (Kneissl y Deikman, 1996). 
En los frutos de las líneas trangénicas se observó una acumulación de PAs ausente en 
el resto de la plantas. Se comprobó que estos frutos trangénicos acumulaban licopeno, 
producían más etileno y que mostraban una maduración y senescencia retrasadaS 
respecto a los frutos control (Mehta y col., 1999). 
Se han obtenido plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresaban de 
forma constitutiva el cDNA endógeno de la SAMDC1 bajo el control del promotor 
CAMV35S (Marco, 2000). Estas plantas presentaban unos niveles elevados del 
transcrito así como unas alteraciones fenotípicas en las fases iniciales del desarrollo. 
Estas anomalías incluyen un retraso en el desarrollo que se traduce en plantas de un 
tamaño menor, con hojas y tallos más delgados y con raíces más cortas cuando se las 
compara con plantas control. Sin embargo estas alteraciones desaparecen conforme 
las plantas continúan en su desarrollo para dar lugar a plantas adultas aparentemente 
normales. La desaparición de las alteraciones con el desarrollo ya había sido 
observada con anterioridad en plantas de tabaco sobreexpresoras de la SAMDC 
humana (Noh y Minocha, 1994; Waie y Rajam, 2002). En este trabajo también se 
comprobó que las alteraciones fenotípicas pueden ser reproducidas en parte con el 
crecimiento en presencia de Spd y Spm lo que implica la importancia de las PAs en 
los procesos de de desarrollo de Arabidopsis y en la necesidad de la planta de 
mantener unos niveles endógenos de éstas para un desarrollo correcto. 
Por último,  se ha obtenido plantas de arroz que sobreexpresaban  la SAMDC 
de Tritordeum bajo el control de un promotor inducible por ABA que presentaban 
mayores niveles de Spd y Spm  durante el estrés salino y una mayor tolerancia a este 
estrés (Roy y Wu, 2002). Esta acumulación de Spd y Spm  podría conferir una 
INTRODUCCIÓN 
 35
tolerancia al estrés salino por medio del aumento de biomasa así como un aumento en 
la longitud del tallo de la planta de arroz transgénica (Roy y Wu, 2002). 
1.9. Objetivos. 
Este trabajo forma parte de un proyecto más amplio dedicado al estudio del 
metabolismo de PAs y en especial a los efectos que la alteración en dicho 
metabolismo tiene sobre los mecanismos de respuesta de la planta al estrés biótico y 
abiótico. 
En consecuencia los objetivos del presente trabajo son: 
 
1. Ahondar en el estudio de los efectos de la sobreexpresión  de SAMDC1 en 
plantas de Arabidopsis. 
2. Analizar cambios en la expresión génica causados por la sobreexpresión de 
SAMDC1. 
3. Estudiar los efectos que la variación en el contenido de PAs en estas plantas 
trangénicas tiene sobre la respuesta de la planta frente a distintos tipos de estrés 
biótico y abiótico. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS. 
2.1. Material vegetal. 
Se han utilizado plantas del ecotipo Columbia de Arabidopsis Thaliana 
(Col0), así como tres líneas transgénicas (S3’, S9’ y S15) sobreexpresoras del gen 
SAMDC1. Estas líneas se obtuvieron por medio de una fusión del cDNA de la 
SAMDC1 de Arabidopsis con el promotor constitutivo CAMV35S (Marco, 2000). 
Las semillas se esterilizaron con HCIO al 15%, Triton x-100 0.01% (Sigma-Aldrich, 
St. Louis MO, USA), durante 5 minutos y se lavaron con agua desionizada 3 veces, 
para posteriormente ser sembradas en una mezcla de turba: arena: vermiculita (1: 1: 
1) en maceta y regadas con agua destilada. Las semillas se sometieron al proceso de 
vernalización dejándolas 48 h en cámara fría a 4º C para sincronizar la germinación. 
A continuación se crecieron en cámara de cultivo Sanyo MLR-350 (Sanyo Electric 
Co., Japón) con un fotoperíodo de 16h luz a 23º C, 8h oscuridad a 16º C (fotoperíodo 
largo). Los experimentos realizados con plantas crecidas en día corto se llevaron a 
cabo en unas condiciones de 8h luz a 23º C, 16h oscuridad a 16º C. El crecimiento en 
placas se realizó con semillas esterilizadas de igual forma y luego sembradas en 
placas de agar al 4% en medio MS (Murashige y Skoog 1962). En el caso de las 
líneas transgénicas, las placas se suplementaron con kanamicina (50 µg/ml) 
(Boehringer Manhheim, Mannheim, Alemania). Los experimentos de germinación se 
llevaron a cabo sembrando 50 semillas por placa, sometiéndolas al mismo proceso de 
vernalización y posteriormente creciéndolas en condiciones de día largo. El número 
de semillas que habían desarrollado cotiledones en ausencia de cualquier tipo de 
estrés se contó diariamente hasta los 8 días después de la vernalización, momento en 
el que el número de semillas germinadas se estabiliza. Los experimentos fueron 
realizados por triplicado. 
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2.2. Medida de la actividad SAMDC. 
2.2.1. Ensayo de actividad SAMDC. 
Se homogeneizó en mortero a 4ºC 150 mg de hojas de plantas adultas de 4 
semanas en 2.5 volúmenes de tampón fosfato potásico 100 mM pH 7.4, EDTA 0.2 
mM, β-mercaptoetanol 10mM frío. Los homogenizados se centrifugaron a 22.000 g  
durante 15 min a 4º C, manteniéndose el sobrenadante a 4º C  durante el ensayo. La 
actividad  SAMDC fue medida por la liberación de CO2 producida por la 
descarboxilación de la SAM y su fijación posterior como K2CO3 en discos de papel 
humedecidos con una solución básica  de KOH (Icekson y col., 1985). Los ensayos 
de descarboxilación de la SAM fueron realizados por triplicado, en un volumen final 
de 150 µl, en el siguiente medio de reacción: 0.03 µmoles SAM (Sigma- Aldrich, St. 
Louis MO, USA), 0.2 µCi de 14C-SAM (60.0 mCi/mmol) (Amersham Pharmacia 
Biotech, Barcelona, España), 0.75 µmoles ditiotreitol (Merck, Darmstadt, Alemania) 
y 100 µl de extracto de proteína. 
Las incubaciones se llevaron a cabo a 30ºC durante 1h en tubos sellados con 
tapas de goma atravesadas con alfileres provistos de un disco de papel  Whatmann nº 
1 (Whatmann International Ltd, Maidstone, Reino Unido) de 11mm de diámetro, 
impregnado con 40 µl de KOH 0,4 M. La incubación se terminó con la inyección de 
200 µl de TCA 15% (Merck, Darmstadt, Alemania). La incubación a 30ºC se produjo 
durante 1h para recoger el CO2 generado por la actividad SAMDC. Al final de este 
proceso los discos fueron secados en una cámara de extracción de gases durante 30 
min para luego pasarlos a viales de centelleo de vidrio conteniendo 200 µl de H2O y 3 
ml de líquido de centelleo, Cocktail 32 Normascint (Scharlau Chemie S.A., 
Barcelona, España). El contaje se realizó en un contador de centelleo líquido Wallac 
1409 (Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Warrington, UK). Se hicieron blancos 
con extractos hervidos previamente que se ensayaron en paralelo y cuyos valores 
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fueron sustraídos de las muestras. La descarboxilación espontánea de la SAM en 
ausencia de enzima fue analizada con viales en los que se sustituía el extracto 
proteico con tampón de extracción. Para comprobar la especificidad de la 
descarboxilación se incluyeron experimentos de incubación en presencia de 3,3 mM 
Metil glioxal-bis-guanil hidrazona (MGBG) (Sigma- Aldrich, St. Louis MO, USA) 
que es el inhibidor más potente y específico de la SAMDC descrito en la bibliografía 
(Williams-Ashman y Schenone, 1972). 
2.2.2. Cuantificación de proteínas. 
La cuantificación proteica de los extractos se hizo por el método de Lowry 
(1951) sobre una alícuota de dicho extracto usando BSA como patrón. 
2.3. Extracción y cuantificación de RNA. 
2.3.1. Aislamiento de RNA. 
El RNA de las hojas se extrajo mediante el Total Quick RNA Cells and 
Tissues Kit (Talent srl, Italia) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. El 
RNA obtenido se cuantificó determinando la absorbancia a 260 nm. 
La integridad y cantidad del RNA se comprobaron mediante separación 
electroforética en geles desnaturalizantes de agarosa al 1% en tampón 1x MOPS 
(2mM MOPS, O.5 mM NaAc, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 2.2 M formaldehído). Las 
muestras de electroforesis se prepararon añadiendo 3 volúmenes de tampón de 
muestra (0.6 ml formamida, 0.2 ml formaldehído, 0.12 ml 10 x MOPS pH 8.0) a  un 
volumen de RNA. Los rRNA se visualizaron añadiendo 1 µl de bromuro de etidio 
(400 µg/ml) por cada 10 µl de muestra. Las posibles contaminaciones de DNA 
genómico se eliminaron tratando las muestras de RNA con 10 unidades de DNasa 
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libre de RNasa (Roche Diagnostics, S.L.,Barcelona, España) durante 20º min a 37ºC, 
parándose la reacción incubando 15º a 70ºC. 
2.3.2. Transcripción Reversa. 
La reacción de transcripción reversa se llevó a cabo en un volumen total de 
20µl de 1x tampón de transcriptasa reversa conteniendo 100 mM ditiotreitol, 1mM 
desoxinucleótidos trifosfato, 10µM oligo (dT)15, 40 unidades de inhibidor de RNasa 
(RNase OUTTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor) y 200 unidades de transcriptasa 
reversa (SuperscriptTM II RNase H- Reverse Transcriptase, Gibco Brl Life 
Technologies, Barcelona, España). A esta mezcla se le añadió 1µg de RNA libre de 
DNA genómico. La reacción se mantuvo durante 60 min a 42ºC para luego calentar 
10 min a 100ºC y enfriar rápidamente en hielo. El cDNA así obtenido se almacenó a 
–20ºC hasta su uso. 
2.3.3. Reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). 
La PCR se desarrolló en un aparato Gene AmpR 5700 Sequence Detection 
System (Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Tokyo, Japón). El medio de reacción, 
20 µl, contenía 1 µl de cDNA, 100 nM de cada uno de los cebadores y 10 µl de SYBR 
Green PCR Master Mix (Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Warrington, UK). 
Después de 10 min a 95º C para desnaturalizar el cDNA y activar la Taq DNA 
polymerase, se amplificó durante 40 ciclos consistentes en desnaturalización a 95º C, 
durante 30s e hibridación y extensión a 60º C, 30s. Se diseñó pares de cebadores 
específicos para cada uno de los genes amplificados (Tabla 2.1). 
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Nombre Secuencia 
cor15a DIR TGTTCTCACTGGTATGGCTTCTTCT 
cor15a REV TCTGACAGCGCCGAAGCT 
NCED3 DIR TCGTCGTACCTGACCAGCAA 
NCED3 REV GACCCACCGGGGATCA 
rd22bp1 DIR GGTTTCCGGGTCAGATCAATT 
rd22bp1 REV ATCCCAAACACTCCTCCTTGCT 
rd26 DIR ACGGTGGTTACGATGCGTTT 
rd26 REV CCGATTCACATGCCCACTCT 
rd29a  DIR TGTGCCGACGGGATTTG 
rd29a REV CTGATGCCTCACCGTATCCA 
Actina 2 DIR GATTCAGATGCCCAGAAAGTCTTG 
Actina 2 REV TGGATTCCAGCAGCTTCCAT 
SPMS DIR CGGAAATGGGTTCCCGGAGATTCAC 
SPMS REV AGGGCTAAGCTTGGGTTTGAGAATG 
ADC1 DIR TCCAATCCATAAACTTGACCAAAG 
ADC1 REV CGCTGTCACACGTCAAATCC 
SPDS1 DIR GGATCCTCGCGTGAACCTT 
SPDS1 REV CGTATGATCCTTCAGCAGCATT 
SAMDC1 DIR GCCCAAGCAATTCTGTAGCT 
SAMDC1 REV AAGTCTACAGTAATCTCTGGCTTGTATGA 
GST DIR TTTGACCCTAAGGCCTCTAAGC 
GST REV CAGTGGTCATGCCGAACATG 
AOS DIR CGGGCGGGTCATCAAG 
AOS REV GCCGTTGGATTTAATCACAGAT 
AOC1 DIR CGTCCCATTCACAAACAACTC 
AOC1 REV CAGAGACCAGCCGTGATTCC 
AOC2 DIR ACTGGAACGGCGGTTACG 
AOC2 REV GGCTCCATCGCCTTAGCTT 
DAD1 DIR GGAGACGCCGTGGGTTT 
DAD1 REV GGCGAGTCACGGCTCA 
LOX2 DIR TGATATCCGCGGCAGATCA 
LOX2 REV CTACCGTAATCCGCTGGTCAGT 
VSP1 DIR TCTTCGGCATCCGTTCCA 
VSP1 REV TTCGGCTTCGTTCCCAAA 
PR-1 DIR CCACAAGATTATCTAAGGGGTC 
PR-1 REV TTCCACTGCATGGGACCTA 
PR2 DIR CATCCTCGACGTTCCCAGTT 
PR2 REV TGTCGGCCTCCGTTTGA 
PR5 DIR AACGGCGGCGGAGTTC 
PR5 REV GCCGCCATCGCCTACTAGA 
cyp79f1 DIR CATCCGTGCCATCACCATAA 
cyp79f1 REV CAAATCTGCGTCCCGCTCTCT 
FLS2 DIR CCTGGACCTGTCTCACAACCA 
FLS2 REV ACGTAAGATTCATCCTTCCGAA 
WAK1 DIR TGCTCTCAGGTCAAAAGGCATT 
WAK1 REV CGCAAAGTAACTCACCAGATGT 
 
    Tabla 2.1. Secuencias de los cebadores usados en la qRT-PCR. 
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La generación del amplificado se siguió midiendo la fluorescencia de la 
muestra en todos los ciclos al final del paso de extensión. El origen de la 
fluorescencia es el uso de un agente intercalante (SYBR Green) que adquiere 
propiedades fluorescentes al unirse al DNA de doble cadena producido como 
consecuencia de la reacción de PCR. La amplificación de un producto único en cada 
tubo de reacción  se comprobó obteniendo una curva de fusión después de la reacción 
de amplificación. La curva se construyó aumentando la temperatura desde 65º C hasta 
95º C con una tasa de incremento de 0.1ºC/s. Además, se comprobó el tamaño de los 
amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. La presencia de 
producto debido a contaminaciones resultantes de DNA genómico residual se 
comprobó mediante controles de amplificación de muestra de RNA sin transcriptasa 
reversa. También se hicieron controles sin molde para comprobar la formación de 
dímeros de los cebadores. 
La eficiencia de la PCR se determinó retrotranscribiendo y amplificando 
diluciones seriadas de RNA  (2 ng hasta 2 µg). Los valores del ciclo límite crítico 
(CT), definido como el ciclo al que la fluorescencia se hace detectable por encima del 
fondo se representaron como función de la cantidad inicial de cDNA presente en la 
muestra. De esta forma podemos comprobar que CT es inversamente proporcional al 
logaritmo del número inicial de moléculas de molde. En nuestro caso consideramos 
un valor de 0,1 como una intensidad de fluorescencia significativamente distinta del 
fondo. Debido a la naturaleza de la PCR una diferencia de 1 en el valor de CT entre 2 
muestras indica una cantidad doble de RNA mensajero en la muestra original para ese 
gen. Esto hace que los resultados se expresen como “Número de duplicación” que 
consiste en el logaritmo en base 2 que hay que usar para conocer la cantidad relativa 
de un gen en una muestra respecto de otra. 
Las medidas de niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados se 
normalizaron entre si a través de la cuantificación del gen Actina2 cuya expresión se 
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considera constitutiva en la planta. Para ello las diferencias en el número de 
duplicación de Actina2 en cada muestra se sumaron a las diferencias entre los 
números de duplicación de cada gen.  
2.3.4. Reacciones de RT-PCR semicuantitativa. 
Las reacciones de RT-PCR semicuantitativa se llevaron a cabo en un 
termociclador modelo Progenie (Techne, Cambridge, UK). La mezcla de reacción 
tenía un volumen final de 25 µl y contenía 1X PCR Buffer (16 mM (NH4)2SO4, 67 
mM Tris- HCl pH 8,8 a 25º C, 0,1% Tween-20) (Bioline, Bizkaia, España), 1,5 mM 
MgCl2, 100 µM dNTPs, 1 µM de cada uno de los 2 cebadores, 5 unidades de 
BIOTAQ TM DNA Polymerase  (Bioline, Bizkaia, España) y como molde 1µl del 
cDNA obtenido en la reacción de retrotranscripción. 
El protocolo de PCR usado consistió en una etapa de desnaturalización inicial 
de 5 minutos a 94ºC seguida de 30-35 ciclos de amplificación, en función del nivel de 
expresión del gen amplificado. Cada ciclo de amplificación estaba compuesto de una 
etapa de desnaturalización de 30 s a 94ºC, una etapa de hibridación de 45 s entre 58 y 
60ºC, dependiendo del par de cebadores (Tabla 2.2), y una etapa de extensión de 45 
segundos a 72ºC. Tras el último ciclo se finalizaba con una etapa de extensión de 10 
minutos a 72ºC. El producto así obtenido se visualizó en geles de agarosa al 1,5% 
tiñéndose con bromuro de etidio. 
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Tabla 2.2. Secuencias de los cebadores usados en la RT-PCR semicuantitativa. 
2.4. Análisis con micromatrices de DNA. 
Los datos obtenidos a partir de la hibridación de micromatrices de DNA con 
RNA de plantas adultas de 4 semanas o de plántulas de 5 días de plantas Col0 o de 
líneas sobreexpresoras de SAMDC1 se analizaron con los programas Microarray 
Suite 4.0 y Data Minig Tool 1.0 (Affymetrix). Los programas se utilizaron para 
determinar la expresión cualitativa (ausencia o presencia del mensajero) y para 
clasificar los genes en base a una serie de criterios. En este trabajo se presentan 
aquellos genes cuya expresión en las líneas transgénicas es considerablemente 
Nombre Secuencia 
cor15a UP ATGGCGATGTCTTTCTCAGGA 
cor15a DOWN GCATCCTTAGCCTCTCCTGCT 
NCED3 UP AATCATACTCAGCCGCCATTATC 
NCED3 DOWN ATCTCGACGTCCGGTGATTTAG 
rd22bp1 UP ACTTTATGGCCTCCGGCGT 
rd22bp1 DOWN CTTGACGTACCGTTCTCAAACTG 
rd26 UP TCCGACAGATGAAGAGCTTCTT 
rd26 DOWN GAGTCAACCCGCTCGAGTTC 
rd29a  UP GAAGAAGTTGAACATCATGAGAATGGT 
rd29a DOWN TCAGCTCCTGACTCGTCACCT 
Actina 2 UP CCGAGGCTCCTCTTAACCCA 
Actina 2 DOWN TCTGTGAACCATTCCTGGACCT 
DAD1 UP CATGGTTGAGAGCGGGTTTTT 
DAD1 DOWN CCGAAGCTCCTTACCGATTTC 
LOX2 UP CCACACTTCAAGGCCATACAAA 
LOX2 DOWN AATGGCAACAGGCCTCAATG 
VSP1 UP CATCAACTACCCCAACTGCAGA 
VSP1 DOWN TTCGATCCGTTTGGCTTGAG 
SAMDC1Endógeno UP CTCGAGCGTTGGAGCGAACTCA 
SAMDC1Endógeno DOWN AGACGAACTAAAACTTCACAAGTCA 
SAMDC2 UP TCTACAAGAACGAGTCAAGCTCT 
SAMDC2 DOWN AATTCACATAGACCAGACACAAACA 
SAMDC3 UP CTTCTTCTAACTGAAGAATCTGCGGT 
SAMDC3 DOWN TGAGCAACATTCAACAGTCTTGACA 
SAMDC4 UP AATCTTTAGACCAAGTCTTAAACGA 
SAMDC4 DOWN ATAAACGACGGTTCCGGAGCCTGGA 
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superior o inferior a la expresión del mismo gen en plantas Col0. También se 
presentan una serie de genes seleccionados en base a su relación con la respuesta a 
diferentes tipos de estrés y cuyo nivel de expresión en las líneas transgénicas es 
significativamente diferente al de las plantas Col0. En ambos casos, el grupo de genes 
seleccionados se analizó con los programas Cluster y Treeview (Eisen y col., 1998) 
generando los árboles que se presentan en la memoria.  
2.5. Cuantificación de Poliaminas libres. 
 El análisis de PAs libres se realizó sobre plántulas de 12 días que se pesaron y 
congelaron en nitrógeno líquido para posteriormente guardarlas a -80ºC hasta su uso. 
La extracción de PAs libres se realizó según el protocolo descrito por Carbonell y 
Navarro (1989) usando hexanodiamina como patrón interno. La dansilación  y el 
análisis por HPLC se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo descrito por Acosta 
(2004). 
2.6. Cuantificación de hormonas. 
2.6.1. Cuantificación de etileno y ACC. 
La producción de etileno en las plantas de 4 semanas, de Col0 y de las tres 
líneas transgénicas S3´, S9´ y S15, se determinó introduciendo una planta entera en 
tubos de vidrio de 6 ml que se cerraron herméticamente con tapones de goma y se 
incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. De cada tubo se extrajeron 3 
alícuotas de aire de 1 ml con jeringas hipodérmicas y se inyectaron en un 
cromatógrafo de gases (Perkin Elmer, Autosample Analyzer) con detector de 
ionización de llama. Se utilizó una columna de alúmina (óxido de aluminio activado) 
de 2m de longitud y de 2 mm de diámetro interno, y nitrógeno como gas portador a 
un flujo de 45 ml/min. La temperatura de la columna, del inyector y del detector fue 
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de 80ºC, 80ºC y 125ºC respectivamente. En estas condiciones, el tiempo de retención 
del etileno fue de 1-1,2 min. La concentración de etileno se calculó por comparación 
de la altura de los picos de las muestras con la de un estándar conocido de 1,01 ppm 
de etileno y normalizando con el peso de la planta en el tubo. La cantidad de etileno 
producido por plántulas se determinó de igual manera pero introduciendo en cada 
tubo 10 plántulas de 5 días de edad. Los resultados se expresan como la media y 
desviación estándar de las medidas de 3 tubos distintos para cada una de las líneas en 
cada uno de los estados o tratamientos estudiados.  
El contenido en ACC de plantas o plántulas de Col0 y de las tres líneas 
transgénicas se cuantificó pesando y congelando 1g de tejido. Posteriormente el tejido 
congelado se trituró en un mortero con nitrógeno líquido, se homogeneizó con 5 ml 
de etanol al 80% y se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se 
concentró a 45ºC hasta sequedad y el residuo seco se disolvió en 3 ml de agua 
destilada. El contenido en ACC se determinó en una alícuota del extracto acuoso de 
100 µl. Se adicionaron 100 µl de HgCl2 10 mM y 600 µl de agua desionizada. Los 
tubos se cerraron herméticamente con tapones de goma y se inyectaron 200 µl de una 
disolución de NaOH saturada e hipoclorito de sodio al 10% en una proporción 1:2 
(v/v). En un tubo réplica se añadió 100 µl de una solución de ACC 1,25 µg/ml y se 
siguió el mismo procedimiento. Después de la adición de la solución oxidante los 
tubos se agitaron y se incubaron en un baño de hielo durante 15 minutos con 
agitación periódica. Posteriormente se extrajo de los tubos tres alícuotas de 1ml de 
gas y se determinó la concentración de etileno. En los tubos a los que se había 
añadido ACC estándar se calculó el porcentaje de recuperación para cada muestra y 
con dicho valor se determinó el contenido de ACC de los extractos. Los resultados se 
expresan como la media y desviación estándar de las medidas de 3 tubos distintos 
para cada una de las líneas en cada uno de los estados o tratamientos estudiados. 
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2.6.2. Cuantificación de ABA. 
La determinación del contenido en ABA se llevó a cabo en plantas y plántulas 
Col0 y de las tres líneas sobreexpesoras de SAMDC1. Se añadió nitrógeno líquido a 
0,2 g de tejido en mortero y se trituró el tejido. El pulverizado se incubó durante 16 
horas con 5 ml de solución de extracción (acetona 80% v/v, 100mg/l en 
hidroxitolueno butilado y 0,5 g/l de ácido cítrico). Posteriormente se centrifugó a 
120000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se secó a vacío. El producto 
obtenido se resuspendió en 500 µl de TBS (6,05 g/l Tris, 0,20 mg/l MgCl2 y 8,8 g/l 
NaCl a pH 7,8). Se analizaron 3 alícuotas  de diluciones de este extracto que entraban 
en el rango lineal de la curva construida con patrones de ABA (15-250 pg/100µl), 
obtenida por el método de ELISA indirecto de Walter–Simmons (1987). Se utilizaron 
conjugados ABA-BSA cedidos por la Dra Teresa Lafuente (IATA, CSIC) que habían 
sido preparados según Weiler (1980) con algunas modificaciones (Norman SM, 
1988). Los resultados se expresan como la media y desviación estándar de tres 
réplicas para cada una de las líneas, en cada uno de los estadíos o tratamientos 
estudiados. 
2.7. Crecimiento de plántulas en presencia de PAs, MGBG o 
ACC. 
Los tratamientos con PAs se llevaron a cabo creciendo plantas del ecotipo 
Col0. Se sembró en placas MS suplementadas con concentraciones 0,1, 0,5 ó 1 mM 
de Put, Spd o Spm (Sigma- Aldrich, St. Louis MO, USA). A los 5 días se recogieron 
las plántulas para su análisis. 
En el caso de los tratamientos con MGBG se crecieron plantas del ecotipo 
Col0 y de cada una de las tres líneas transgénicas S3´, S9´ y S15 en placas MS 
suplementadas con 0,1 ó 1 mM Metilglioxal-bis-guanilhidrazona (MGBG) (Sigma- 
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Aldrich, St. Louis MO, USA). De igual forma, se recogió las plántulas de 5 días para 
su análisis. 
Por último se crecieron plantas del ecotipo Col0 y de cada una de las tres 
líneas transgénicas S3´, S9´ y S15 en placas MS suplementadas con 0,01 ó 0,1 mM 
ACC (Sigma- Aldrich, St. Louis MO, USA). Los análisis se realizaron sobre 
plántulas crecidas durante 5 días. 
En todos los se realizaron controles sembrando semillas de las mismas líneas 
en placas MS sin suplementar. 
2.8. Análisis por microscopía óptica y electrónica. 
    Los estudios de microscopía óptica y electrónica se llevaron a cabo con el soporte 
técnico e instrumental de la unidad de Microscopía Electrónica del Departamento de 
Patología de la Universitat de València. 
2.8.1. Procesamiento de las muestras. 
El análisis de las muestras se realizó sobre cortes de 2 mm de longitud que se 
fijaron de la siguiente forma. Bajo una campana de extracción, se seccionó el tejido 
en una gota de fijador consistente en glutaraldehído al 2,5% (p/v) en tampón fosfato 
0,1 M pH 7 y con la ayuda de un pincel para no dañar la muestra. Las muestras se 
dejaron a 4ºC durante 4 horas en el fijador. La aplicación de vacío fue necesaria para 
la inmersión del tejido vegetal en la solución fijadora. Posteriormente se lavó 2 veces 
con tampón fosfato 0,1 M pH 7 para luego refijar con tetraóxido de osmio al 1% (p/v) 
e tampón fosfato durante 1 h. Por último se procedió a lavar con agua destilada 
durante 1-2h, realizando 4 cambios. 
A continuación se deshidrató el tejido y se infiltraron las muestras en resina 
EPON, primero se deshidrató a temperatura ambiente la muestra con una serie de 
disoluciones de acetona al 50% durante 30 min, 1h al 70%, 1 h al 90% y 1h al 100% 
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de forma que el agua es reemplazada paulatinamente por la acetona. Posteriormente 
se sumergió el tejido 3 veces en acetona al 100% y luego en 25% de resina EPON de 
baja viscosidad (Polysciences Inc. Warrington PA). El tejido se dejó en esta resina 4h 
a temperatura ambiente para luego transferirlo a resina EPON al 50% y dejarlo 
durante 4 h. Por último se transfirió el tejido a resina EPON al 100% donde se dejó 
toda la noche. 
Por último las muestras se incluyeron en resina EPON en cápsulas de gelatina 
y la resina se dejó polimerizar durante 48 h en estufa. 
2.8.2. Obtención de cortes semifinos y ultrafinos. 
Los cortes semifinos (0,5 µm a 1 µm de grosor) se usaron para la observación 
de la muestra al microscopio óptico por medio de la tinción del tejido. Para la 
obtención de estos cortes se utilizaron ultramicrotomos Ultracut (Reichter-Jung) con 
cuchillas de vidrio destensado. Estos cortes se colocaron sobre un porta de vidrio para 
dejarlos secar a 60ºC. Para la tinción del tejido se usó una solución de azul de 
toluidina al 0,5% en solución de tampón bórax (tetraborato de sodio 0,5%) durante 20 
seg. Posteriormente se lavó con agua destilada, se dejó secar a 60ºC y se selló con un 
cubre-objetos de vidrio en resina sintética DPX (Gurr). Los cortes así preparados se 
observaron en un microscopio óptico Olympus BH2-UMA acoplado a una cámara 
JVC TK-1270 RGB que permitió la captura de las imágenes digitales. 
Por otra parte, los cortes ultrafinos de grosor entre 60 y 80 nm se obtuvieron 
con una cuchilla de diamante (Diatome) en un ultramicrotomo UltracutE y se tiñieron 
con tetróxido de osmio. Posteriormente se depositaron sobre rejillas de cobre donde 
se incrementó el contraste con citrato de plomo y acetato de uranilo. Se observaron 
con un microscopio electrónico JEOL JEM 1010 con sistema digital de captación de 
imágenes (Megaview III, Soft Imaging System). 
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2.9. Tratamientos de estrés abiótico. 
2.9.1. Tratamientos de estrés por ozono. 
El estudio de los efectos del estrés por ozono se realizó en una cabina se 
cultivo Fitotron Sanyo SG097 (Sanyo Electric Co., Japón) a la que se acopló un 
sistema generador de ozono alimentado por oxígeno ECO-LAB.PPM (Multiozono, 
S.L. Manises-Valencia). El tratamiento utilizado varió en función del experimento y 
de los parámetros a estudiar tal como se detalla a continuación. 
2.9.1.1. Estudio de los daños visibles provocados por un estrés por ozono. 
El daño visible se determinó a partir de la aparición de clorosis y manchas 
oscuras en las hojas. Se trataron plantas adultas de 3 semanas, Col0 y de las tres 
líneas sobreexpresoras (S3´, S9´ y S15) con 250 ppb de ozono de forma 
ininterrumpida durante 6 días. Se tomaron fotos el último día de tratamiento. 
2.9.1.2. Estudio de la respuesta génica a estrés por ozono. 
El estudio de la  expresión génica en respuesta a ozono se estudió en plantas 
de 3 semanas a las que se sometió a exposiciones de 6 horas (de 10 a 16 h) a 100 ppb 
de ozono durante seis días. A este efecto, se trataron tres macetas distintas de la 
variedad Col0 y de cada una de las tres líneas sobreexpresoras de la SAMDC1. De 
igual forma se mantuvieron 3 macetas de cada línea como control en ausencia de 
ozono. Las muestras se recogieron justo antes de iniciar el experimento así como al 
final de la 3ª y 6ª sesión. El análisis se realizó sobre las hojas de la roseta de las 
plantas adultas, que fueron recogidas y congeladas inmediatamente en nitrógeno 
líquido, almacenándose a -80ºC hasta su uso. 
2.9.1.3. Estudio de la recuperación a un estrés por ozono corto e intenso. 
Se aplicó a plantas de 2 semanas de forma continua una concentración de 
ozono de 250 ppb durante 2 días. Posteriormente se eliminó el estrés y se dejaron 
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descansar  las plantas 12 días, después de los cuales se realizaron las medidas de peso 
fresco y longitud de tallo. En paralelo se crecieron plantas control que no fueron 
sometidas al estrés por ozono. Se realizó una comparación de la recuperación al estrés 
entre las plantas Col0 y las plantas transgénicas, así como entre las plantas estresadas 
y las no sometidas al tratamiento. Los datos recogidos incluyen la media y desviación 
típica correspondiente a tres experimentos independientes con un mínimo de 10 
macetas de cada línea por experimento. 
2.9.1.4. Estudio de la germinación durante un estrés por ozono. 
Se sembraron 50 semillas de cada una de las 4 líneas estudiadas en macetas 
con ayuda de una lupa. Después de una vernalización de 2 días se llevaron las placas 
al ozonificador donde se sometieron a una exposición de 100, 200 ó 300 ppb de 
ozono durante 8 días. En ese momento se contó el número de semillas que habían 
desarrollado cotiledones. En paralelo se sembraron macetas control que no fueron 
sometidas a exposición al ozono. Para cada línea y situación de estrés o control, los 
resultados se expresan como el porcentaje de semillas que habían desarrollado 
cotiledones respecto al número total de semillas sembradas en cada placa y son el 
resultado de tres experimentos distintos. 
2.9.2. Tratamientos de estrés salino o desecación. 
2.9.2.1. Estudio de los daños visibles. 
La aparición del daño visible se determinó en plantas adultas crecidas en 
maceta que a partir de las 3 semanas fueron regadas continuamente durante 10 días 
con una solución de NaCl de concentración 50, 100, 150 ó 250 mM. A las plantas 
control se les continuó añadiendo agua de riego. Para el estudio del efecto de cada 
una de estas concentraciones se trataron tres macetas distintas de la variedad Col0 y 
de cada una de las tres líneas sobreexpresoras de SAMDC1. 
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El daño debido a la desecación se determinó sobre plantas crecidas en maceta 
a las que a las 3 semanas se les retiró el riego durante 10 días. Al igual que 
anteriormente,  se analizó 3 macetas de cada variedad o línea. En ambos casos, se 
realizaron las fotografías al cabo de 10 días del comienzo del tratamiento. 
2.9.2.2. Estudio de cambios en la expresión en respuesta a estrés salino o 
desecación. 
Se seleccionó una serie de genes (Tablas 2.1, 2.2) cuyos niveles de expresión 
se cuantificaron mediante RT-PCR. Macetas con plantas de 4 semanas, de la línea 
Col0 y de cada una de las líneas transgénicas, se regaron durante 6 horas con una 
disolución de NaCl 250mM o con agua en el caso del los controles. Se recogieron 
hojas de la roseta que se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido, 
almacenándose a -80º C hasta su uso. El efecto de la desecación se estudió en  plantas 
de 4 semanas crecidas en macetas, que se colocaron sobre papel absorbente durante 
10 horas. El control se realizó usando macetas sembradas de igual forma que se 
mantuvieron con riego normal. 
2.9.2.3. Estudio de la recuperación a un estrés salino o por desecación. 
 Se trataron plantas de 2 semanas, crecidas en maceta, durante 2 días con una 
disolución 250 mM en NaCl y se volvieron a regar con agua durante 12 días. El grado 
de recuperación frente al estrés se determinó midiendo  el peso fresco y la longitud 
del tallo.  
La recuperación al daño provocado por privación de agua se estudió 
colocando  macetas con plantas de 2 semanas sobre papel absorbente con el fin de 
retirar el agua de la tierra. Se mantuvieron sobre papel absorbente y seco durante 2 
días para posteriormente continuar con el riego. 12 días después de este estrés se 
midió el peso fresco y la longitud del tallo. 
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Los datos recogidos incluyen la media y desviación típica correspondiente a la 
medida de 10 macetas de cada línea por experimento y se presentan con los valores 
correspondientes a plantas control tratadas con agua de riego durante el mismo 
tiempo. 
2.9.2.4. Estudio del efecto de un estrés salino o por desecación sobre la 
germinación. 
El porcentaje de germinación en presencia de un estrés salino se determinó 
contando el número de semillas que habían desarrollado cotiledones tras sembrar 50 
semillas del ecotipo Col0 y de cada una de las líneas transgénicas en distintas placas 
MS que se suplementaron con NaCl a concentraciones 50, 100, 150 ó 250 mM. Como 
control se sembraron semillas de las mismas líneas en placas MS.  
El estudio de la germinación durante un estrés por desecación se realizó 
sembrando 50 semillas del ecotipo Col0 y de cada una de las líneas transgénicas en 
distintas placas de medio MS que se abrieron en un incubador con regulador de 
humedad (Fitotron Sanyo SG097, Sanyo Electric Co., Japón). Este incubador 
permitió regular la humedad relativa en su interior a los valores de 80, 70, 60 y 50%. 
El control se realizó sembrando de igual forma en placas de medio MS selladas con 
parafilm. 
En ambos tipos de experimentos el recuento de las semillas que habían 
desarrollado cotiledones se realizó diariamente hasta el octavo día de experimento, 
momento a partir del cual no había variación en este número. Los resultados se 
expresan como el porcentaje de semillas con cotiledones respecto al número total de 
semillas sembradas en cada placa y son el resultado de tres siembras distintas. 
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2.10. Tratamientos de estrés biótico. 
2.10.1. Infección con Pseudomonas syringae pv. maculicola y 
Pseudomonas syringae pv. tomato. 
Se infectó Arabidopsis con Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326. Se 
creció esta bacteria a 28ºC en medio King´s B (King y col., 1954) al cual se le añadió  
estreptomicina a 100 µg/ml para seleccionar. Para infectar Arabidopsis con 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 se creció este patógeno a 28ºC en medio 
King´s B suplementado con rifampicina 50 µg/ml. En ambos casos cuando el cultivo 
alcanzó una absorbancia a 600 nm de 0,1 las bacterias fueron recogidas por 
centrifugación, lavadas y resuspendidas en 500ml de MgCl2 10mM. Se infiltró a 
vacío sobre el lado abaxial de cada hoja 10 µl de una suspensión de 3·106 unidades 
formadoras de colonias/ml (CFU/ml). El daño visible causado por el patógeno se 
fotografió a los 2 días después de la infección.  Por otra parte, la cuantificación del 
crecimiento del patógeno se realizó infiltrando plantas con 10 µl de una suspensión de 
106  CFU/ml. A los 2 y 3 días después de la infección se extrajeron 3 discos foliares 
de 0,5 cm de diámetro de 10 plantas distintas de cada línea. Se trituraron en presencia 
de MgCl2 10mM y se determinó la densidad de la población bacteriana plaqueando 
diluciones seriadas de esta suspensión en placas de medio King´s B suplementadas 
con los antibióticos adecuados que se dejaron crecer a 28ºC,  contándose el número 
de unidades formadoras de colonias. Los datos se expresan como la media y 
desviación del número de CFU/disco foliar de 10 plantas distintas. 
En ambos casos el control se realizó infiltrando las hojas con 10 µl de MgCl2 
10 mM. 
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2.10.2. Infección con Peronospora parasitica. 
Se infectaron plantas Col0 y plantas sobreexpresoras de SAMDC1 con la cepa 
Noks1 de Peronospora parasítica partiendo de un pulverizado seco de hojas de 
plantas infectadas con este hongo que contenía las ooesporas del patógeno. Este 
pulverizado se espolvoreó sobre macetas húmedas recién sembradas con Col0. Estas 
macetas se colocaron en una bandeja de poliestireno cubiertas con plástico 
transparente para asegurar la humedad y se pusieron a vernalizar. Posteriormente se 
llevaron a una cámara de incubación con un fotoperíodo de 10 horas de luz y 14 horas 
de oscuridad a 18ºC y 16ºC respectívamente. Las plántulas así obtenidas fueron 
examinadas a la lupa para comprobar la presencia de esporangioesporas diariamente. 
Aquellos cotiledones que presentaban una esporulación abundante fueron recogidos 
en un tubo de vidrio con 3 ml de agua desionizada. El tubo se agitó para liberar las 
conidioesporas y se retiró el resto de material vegetal con pinzas. La suspensión de 
conidioesporas fue llevada a un tubo de centrífuga de 1,5 ml y el inóculo se recogió 
por centrifugación de 5 minutos a 1500g para posteriormente lavarlo con 1 ml de 
agua. Por último el sedimento se recogió por centrifugación y se resuspendió en 0,5 
ml de agua. La concentración del inóculo se ajustó con el uso de la cámara de 
Neubauer (Hauser ScieNtific Partnership, HORSHAM, PA 19044) a 5·104 
conidioesporas por ml. Con 2 µl de este inóculo se infectaron los cotiledones de 
plantas de 14 días de todas las líneas estudiadas. Las plantas se incubaron en una 
bandeja de plástico a 18ºC y 10 horas de luz diarias manteniendo la humedad en las 
hojas con un atomizador de agua. En paralelo se creció plantas control no infectadas. 
A los 10 días de la infección se contó el número de esporangioesporas que se habían 
desarrollado en las hojas. Los resultados se expresan como la media y desviación 
típica de los valores de 25 hojas por cada línea.  
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2.11. Análisis del área y amarilleamiento de las hojas. 
Las hojas sometidas a estrés por desecación se digitalizaron a 600 pixels por 
pulgada (ppp) con un escáner y se almacenaron en formato TIFF sin compresión. El 
análisis de imagen se realizó utilizando el paquete de utilidades Image Processing 
Tool Kit 5.0 (Reindeer Graphics Inc.), instaladas sobre el programa Photoshop 7.0 
(Adobe Systems, Inc). Las imágenes se segmentaron utilizando la función de 
búsqueda de umbrales del paquete de utilidades, eliminando el fondo para formar una 
máscara binaria de las hojas completas. Las imágenes binarias se procesaron con las 
funciones de morfología matemática para evitar la persistencia de píxeles residuales 
correspondientes al ruido de fondo. Una vez obtenidas las máscaras binarias, se 
usaron para realizar las medidas de las hojas en las imágenes originales. Se 
determinaron los parámetros de área, nivel de gris medio, porcentaje de luminancia y 
los niveles medio de las componentes roja, verde y azul de la imagen en color RGB. 
2.12. Análisis estadístico. 
Los datos de este trabajo se expresan como media ± desviación típica. Las 
diferencias entre las muestras se analizaron con el test de la t de Student y el test U no 
paramétrico de Mann-Whitney. Un valor de P < 0.05 fue considerado significativo. 
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3. RESULTADOS. 
3.1. Efecto de la sobreexpresión de la SAMDC1 sobre el 
metabolismo de poliaminas. 
3.1.1. Medida de la actividad SAMDC. 
La actividad SAMDC de las plantas control Col0 así como de las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 S3’, S9’ y S15 se midió en extractos crudos siguiendo 
la descarboxilación del sustrato (S-Adenosil-L-[carboxil-14C] metionina).  
El nivel de actividad específica de las líneas transgénicas es de 10-15 veces 
superior al del ecotipo Col0 (Figura 3.1). Adicionalmente se comprobó el carácter 
proteico de la actividad, dado que cuando el experimento se realizaba con extracto 
hervido no se detectó actividad alguna (no mostrado). Por último se observa que la 
descarboxilación no tiene lugar cuando se realiza el experimento en presencia de 
MGBG (inhibidor de la actividad SAMDC), lo que indica la especificidad de la 
descarboxilación medida. 
 
 
Figura 3.1. Medida de actividad 
específica SAMDC en extractos de 
hojas. Se utilizaron plantas control (Col0)  
y líneas sobreexpresoras de SAMDC1 
(S3´, S9´ y S15) de 4 semanas. S9’ 
MGBG, extracto de plantas S9’ al que se 
añadió 1 mM MGBG. 
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3.1.2. Análisis del metabolismo de poliaminas. 
Al objeto de analizar el efecto de la sobreexpresión de SAMDC1 sobre la 
expresión de los genes de la  ruta de biosíntesis de poliaminas, se determinó en 
plantas adultas de 4 semanas, los niveles de los mRNAs de ADC1, SPMS, SPDS1 y 
SAMDC1, calculando la relación entre los niveles de expresión de estos genes en las 
líneas sobreexpresoras de SAMDC1 y en las plantas Col0 (Figura 3.2). El nivel de 
SAMDC1 en las plantas transgénicas es del orden de 25 veces mayor que en Col0. Así 
mismo, se observó que los niveles de expresión de los genes de SPMS y de SPDS1, 
cuyos productos utilizan el SAM descarboxilado como sustrato, son de 4 a 8 veces 
superiores en las líneas transgénicas que en el ecotipo Col0. Sin embargo, no se 
observó una variación importante para la expresión del gen ADC1 respecto a sus 
niveles en las plantas Col0. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2 Niveles de expresión de los genes de ADC1, SAMDC1, SPDS1 y SPMS en plantas adultas  
sobreexpresoras de SAMDC1.  El mRNA se cuantificó por qRT-PCR. El número de duplicación representa el 
log2 de la relación entre la cantidad de mensajero en las líneas transgénicas respecto de la cantidad del mismo 
mensajero en plantas Col0. 
 
Así mismo, se analizó el efecto de la sobreexpresión de SAMDC1 sobre la 
expresión del resto de genes que codifican para la SAMDC en Arabidopsis. Se pudo 
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la expresión del gen de la SAMDC1 endógena ni de los genes SAMDC3 y SAMDC4 
de Arabidopsis (Figura 3.3). No es el caso para SAMDC2, que  presenta una clara 
inducción de su expresión en todas las líneas como consecuencia de la sobreexpresión 
de SAMDC1 (Figura 3.3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Expresión de los genes endógenos de SAMDC en líneas sobreexpresoras de SAMDC1en plantas 
adultas. Medida por RT-PCR semicuantitativa de la expresión de SAMDC1 endógena, SAMDC2, SAMDC3 y 
SAMDC4 en la línea transformada con vector sin inserto (101) y en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 S3´, 
S9´ y S15. Se realizó un control de carga amplificando el gen de actina2.  
 
El número de ciclos empleados para la cuantificación de los diferentes 
mRNAs de la SAMDC indica que el nivel de expresión de SAMDC1 es muy superior 
al resto (Figura 3.3). 
A partir de los datos obtenidos por hibridación con micromatrices de DNA, se 
analizó la expresión de genes implicados en el catabolismo de PAs. Se estudiaron los 
niveles de genes de aminooxidasas, encargadas de la degradación de Put a pirrolina, y 
de poliaminooxidasas, encargadas de la degradación de Spm y Spd. La Tabla 3.1 
muestra que no existe una alteración generalizada en la expresión de las 
aminooxidasas dependientes de Cu, excepto para la correspondiente al At4g12280 
que presenta una inducción en las líneas transgénicas. La situación es similar para la 
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aminooxidasa no dependiente de Cu At2g43020 cuya expresión está aumentada en las 
plantas transgénicas. Por otra parte, los niveles del At3g43670, correspondiente a otra 
aminooxidasa independiente de Cu, son inferiores en las líneas transgénicas. En 
general se puede concluir que las aminooxidasas encargadas de la degradación de Put 
no presentan cambios significativos en su expresión como consecuencia de la 
sobreexpresión de SAMDC1. 
Por otra parte, una de las 3 poliaminooxidasas presentes en la micromatriz, 
encargadas de degradar Spd y Spm, la correspondiente al At1g65830, manifiesta unos 
niveles de expresión inferiores en líneas transgénicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.1. Expresión de genes implicados en el catabolismo de PAs. Cuantificación de los niveles de expresión 
por hibridación con la micromatriz ¨Genechip Arabidopsis ATH1 Genome Array¨ (Affymetrix). Los datos proceden 
de hojas de roseta de 4 semanas del ecotipo silvestre Col0 y de la líneas transgénicas S3’, S9’ y  S15. Se presenta el 
Nº de identificación AGI (Arabidopsis Genome Initiative), descripción del gen y señal cuantificada en el microarray. 
En rojo se indica aquellos genes cuya expresión en las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 está aumentada y en 
verde aquellos cuya expresión disminuye respecto al control Col0. 
58,7
216,2
945,9
17,7
659,9
161,3
220,8
89,4
126,7
744
2,3
6,6
98,4
680,4
1263,2
155,9
65,7
42,6
Expresión S3´
70,7
176,8
723,8
179,2
547,7
93,2
380,4
17,4
37,1
901
5
5,5
164,3
533,2
1066,2
547,3
191,8
184,1
Expresión S9´
75,598,6FAD-aminooxidasaAt3g13682
178227,2FAD-aminooxidasaAt1g62830
755,3428,4Putativa PAOAt3g59050
17,152,6PoliaminooxidasaAt5g13700
329,51264,6PoliaminooxidasaAt1g65840
4,2165ATAO1At4g14949
683,2418,2AminooxidasaAt1g62810
14,38,7AminooxidasaAt3g59050
80,7213,7AminooxidasaAt3g43670
770,2359,1AminooxidasaAt2g43020
22,3Cobre aminooxidasaAt4g12270
67,6Cobre aminooxidasaAt1g31670
68,5Cobre aminooxidasaAt1g31680
93,467,1Cobre aminooxidasaAt1g31690
1140,92045,8Cobre aminooxidasaAt2g42490
216,3461,4Cobre aminooxidasaAt1g31710
782,125,9Cobre aminooxidasaAt4g12280
107,3173,5Cobre aminooxidasaAt1g31700
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Los resultados obtenidos sugieren alteraciones en la síntesis y degradación de 
PAs por lo que se realizó la cuantificación del contenido en PAs libres de las plantas 
control transformadas con el vector sin inserto y de las plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1. Se observó que en las líneas S3´, S9´ y S15 el contenido en Spm libre es de 
2 a 4 veces superior al presente en las plantas control (Figura 3.4). Sin embargo el 
contenido en Spd no varía de forma considerable, probablemente debido a la 
transformación a Spm posterior a su síntesis. La medida de los niveles de Put libre 
presenta una gran variabilidad pero se puede comprobar que sus niveles no son 
significativamente distintos a los presentes en el control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Cuantificación de los niveles de PAs  libres. Medida de los niveles de PAs en plántas de 2 semanas 
crecidas en placas de la línea transformada con el vector sin inserto (101) y de las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1. 
3.2. Análisis genómico de las líneas sobreexpresoras. 
3.2.1. Análisis mediante micromatrices de DNA. 
Con el uso de la tecnología de Chips de DNA se analizó y comparó el perfil 
transcripcional de las plantas Col0 con el de las líneas transgénicas S3´, S9´ y S15. El 
análisis de los datos obtenidos utilizando el software de Affymetrix permite clasificar 
los genes en grupos (“Clusters”) de acuerdo con criterios referentes a sus niveles de 
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expresión. Se seleccionó uno de estos grupos en base a combinar dos criterios: 
mostrar diferencias de expresión entre las plantas no transformadas y las líneas 
transgénicas, y contener genes implicados de alguna forma en la respuesta a estrés. Se 
utilizó los programas Cluster y Treeview (Eisen y col., 1998) para una organización y 
clasificación de estos genes (Figura 3.5).  
Algunos de los genes representados en la figura 3.5 se encuentran 
sobreexpresados en las línes transgénicas. Entre ellos, NCED3 (9-cis epoxycarotenoid 
dioxygenase 3) que codifica un enzima clave en el control de la ruta de síntesis del 
ABA. Así mismo, los niveles de DAD1 (defective anther dehiscence1), AOC1 (allene 
oxide synthase 1), AOC2 (allene oxide synthase 2), AOS (allene oxide synthase), y 
JMT (jasmonic acid carboxyl methyl transferase) son superiores en las líneas 
sobreexpresoras. Estos genes forman parte de la ruta biosíntetica del ácido jasmónico 
y del metil jasmonato (Ishiguro y col 2001, Seo y col 2001). Al igual sucede con los 
genes VSP1 (vegetative storage protein 1) y LOX2 (lipoxygenase 2), relacionados con 
la señalización por etileno. Por su parte LOX2 participa tanto en la biosíntesis de 
ácido jasmónico como del ABA (Bell y col., 1995) y al igual que VSP1 su expresión 
es inducida por ácido jasmónico y reprimida por etileno (Tuominen y col., 2004). Por 
último aparecen también sobreexpresados genes que participan en la respuesta a 
estrés abiótico, cor15a (cold regulated 15a), rd26 y rd29a (responsive to dessication 
26 y 29a), rd22bp1 (rd22 binding protein 1) o al estrés biótico como son PR-1, PR2, 
PR5 (pathogen related 1, 2 y 5), cyp79f1 (cytochrome P79f1), WAK1 (wall-associated 
kinase 1) y FLS2 (flagellin-sensitive 2). En el agrupamiento se han incluido los genes 
de biosíntesis de PAs, se observa que la sobreexpresión de SAMDC1, apenas tiene 
incidencia sobre el nivel de expresión del resto de genes de la ruta. 
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Figura 3.5. Agrupamiento de genes implicados en la respuesta a estrés. Se seleccionaron genes con diferencias 
de expresión significativas entre las plantas no transformadas y las líneas transgénicas, implicados en la respuesta 
a estrés.El agrupamiento se realizó con los programas Cluster y Treeview. 
S 
3´
S 
9´
S1
5
S 
3´
S 
9´
S1
5
RESULTADOS 
 64 
3.2.2. Análisis de la expresión génica dependiente de etileno y ácido 
jasmónico. 
 
El análisis por micromatrices de DNA reveló una serie de alteraciones en la 
expresión de los genes VSP1 y LOX2, relacionados con la señalización por etileno 
(Figura 3.5). Se midieron los niveles de RNA mensajero de dichos genes cuya 
expresión está inhibida por  esta  hormona (Tuominen y col., 2004). La figura 3.6 
muestra los niveles de expresión de VSP1 y LOX2 en las 3 líneas transgénicas 
respecto a Col0. Estos genes alcanzan unos niveles entre 25 y 26 veces superiores en 
las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 lo que podría sugerir una menor producción 
de etileno en estas plantas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6. Niveles de expresión de los genes VSP1  y LOX2. Medida por qRT-PCR de 
los niveles de los mRNAs en plantas adultas de 4 semanas de Col0 y de las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1. Los resultados se expresan como log2 de la cantidad relativa 
de mensajero respecto al presente en Col0. 
 
Teniendo en cuenta el nivel de expresión de estos 2 genes dependientes de 
ácido jasmónico en las líneas sobreexpresoras, así como el carácter antagónico entre 
la señalización por etileno y la señalización por el ácido jasmónico (Tuominen y col., 
2004) y los resultados obtenidos con las micromatrices de DNA se analizó el nivel de 
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expresión de los genes de la biosíntesis del ácido jasmónico y metil jasmonato AOC1, 
AOC2, AOS, DAD1 y JMT. La expresión de estos genes resultó ser mayor en las 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1 que en las plantas control (Figura 3.7), 
sugiriendo unos mayores niveles de ácido jasmónico y metil jasmonato.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Nivel de expresión de genes implicados en la síntesis de ácido jasmónico y 
metil jasmonato. Medida por qRT-PCR de los niveles de RNA mensajero de AOC1, 
AOC2, AOS, DAD1 y JMT en plantas adultas de 4 semanas Col0 y de las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1. Los resultados se expresan como log2 de la cantidad relativa 
de mensajero en las líneas sobreexpresoras respecto al presente en Col0. 
 
3.2.3. Análisis de la expresión de genes inducidos por estrés abiótico. 
 
Los datos de las micromatrices de DNA muestran unos mayores niveles de 
expresión en una serie de genes participantes en la defensa de la planta al estrés 
abiótico (Figura 3.5). Para comprobar estas observaciones se decidió cuantificar los 
niveles de algunos genes cuya expresión es inducida por ABA, como son cor15a, 
rd26, rd29a, rd22bp1 y NCED3. Se observó que el nivel de expresión de estos genes 
es superior en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 que en las plantas Col0 
(Figura 3.8). Esto sugiere una preparación previa al estrés de tipo abiótico que podría 
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conferir a estas plantas una mayor resistencia frente a este tipo de estrés. Esta mayor 
expresión en las plantas transgénicas no parece depender del fotoperíodo pues la 
repetición de estas medidas en plantas crecidas en día corto no provoca cambios 
importantes en las medidas (Figura 3.8b). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8.  Niveles de expresión de genes de respuesta a estrés abiótico. Medidas de cantidades de mRNA de 
cada gen por qRT-PCR en plantas de 4 semanas crecidas en día largo (a) y en día corto (b). El número de 
duplicación es el Log2 de la relación entre la cantidad de mensajero del gen en concreto en cada muestra respecto 
de la cantidad del mismo mensajero presente en Col0. c) RT-PCR semicuantitativo de los mismos genes en 
plantas crecidas en día largo. 
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3.2.4. Análisis de la expresión de genes inducidos por estrés biótico. 
Por otra parte los datos de las micromatrices de DNA revelaron una inducción 
de la expresión de genes relacionados con la defensa de la planta al estrés biótico en 
las plantas transgénicas. Se determinó los niveles de expresión de los genes  PR-1, 
PR2, PR5, cyp79f1, WAK1 y FLS2. La medida por qRT-PCR del nivel de expresión 
de estos genes permite comprobar la diferencia entre las plantas Col0 y las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 (Figura 3.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9. Niveles de expresión de genes de defensa a estrés biótico. Medida por qRT-PCR de los niveles 
de mRNA de PR-1, PR2, PR5, cyp79f1, WAK1 y FLS2  en plantas adultas de 4 semanas de Col0 y de las 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1. Los resultados se expresan como log2 de la cantidad relativa de 
mensajero respecto al presente en Col0. 
 
Estos resultados muestran una activación en las plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1 de los genes de respuesta al estrés biótico. 
3.3. Cuantificación de hormonas y ACC 
3.3.1. Cuantificación de ABA. 
 
La inducción del gen NCED3  podría sugerir una alteración de los niveles de 
ABA en las líneas transgénicas. Se observó que tanto en plantas como en plántulas el 
0
2
4
6
8
10
12
S3´ S9´ S15
N
úm
er
o 
de
 d
up
lic
ac
ió
n
PR-1
PR2
PR5
cyp79f1
WAK1
FLS2
RESULTADOS 
 68 
contenido en ABA es 3-4 veces superior en las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 
que en el ecotipo salvaje Col0 (Figura 3.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10. Cuantificación de los niveles de ABA. Medida del contenido total de ácido abscísico en plantas 
adultas de 4 semanas (A) y en plántulas de 5 días (B) de la variedad salvaje Col0 y de las tres líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1. 
 
 
3.3.2. Cuantificación de etileno y ACC. 
La reducción en los niveles de mRNAs de proteínas implicadas en la 
señalización por etileno podría sugerir niveles menores de esta hormona en la plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1. La cantidad de etileno fue determinada en plántulas y 
en plantas adultas de la línea salvaje Col0, así como de las 3 líneas transgénicas 
utilizadas. Como se muestra en la figura 3.11 las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 
producen un 45% menos etileno que el ecotipo salvaje. Esta menor producción se 
observa así mismo en plántulas de 5 días.  
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Figura 3.11. Cuantificación de los niveles de etileno. Medida de la cantidad de etileno producido durante 2 
horas por plantas adultas de 4 semanas (A) o por  plántulas de 5 días (B) de la línea salvaje Col0 y de las 3 líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 por cromatografía de gases. 
 
Resultados similares se observaron al medir el contenido en estas plantas del 
precursor del etileno, ACC. Los niveles de este precursor se encuentran reducidos  
aproximadamente en un 25% en las líneas transgénicas respecto de la variedad Col0 
tanto en las plantas adultas como en  plántulas de 5 días (Figura 3.12). Se puede 
comprobar también que en todas las líneas la producción de ACC es ligeramente 
superior en la plántula que en la planta adulta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12. Cuantificación de los niveles de ACC. Determinación del contenido total de ACC en plantas 
adultas de 4 semanas (A) y en plántulas de 5 días (B) de la línea salvaje Col0  t de las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1. 
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3.4. Estudio del porcentaje de germinación en placa. 
El fenotipo detectado inicialmente en las plantas transgénicas mostraba un 
retraso en el desarrollo de las plántulas (Marco, 2000). Las líneas sobreexpresoras 
mostraban un tamaño más reducido, con raíces más cortas y con una parte aérea más 
pequeña al ser comparadas con el ecotipo silvestre Col0. Este fenotipo desaparece 
conforme la planta se va desarrollando para dar lugar a plantas adultas indistinguibles 
de Col0. En este trabajo se analizó la germinación en placa de las líneas transgénicas 
al objeto de comprobar si el retraso observado correlacionaba con dificultades en la 
germinación. Se determinó el porcentaje de semillas que desarrollaban cotiledones de 
cada línea durante los 8 primeros días después de vernalización. (Figura 3.13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13. Germinación en placas de medio MS. 50 semillas de cada línea fueron sembradas en distintas 
placas de medio MS. El número de semillas que habían desarrollado cotiledones se contó diariamente durante lo 8 
días posteriores a la vernalización y se calculó el % de germinación respecto al número total de semillas 
sembradas. 
 
Se puede comprobar que las plantas transgénicas presentan un retraso de unos 
3 días en el desarrollo de cotiledones. El porcentaje de germinación de las plantas 
sobreexpresoras inicialmente es muy bajo pero aumenta a lo largo del tiempo para 
igualar a Col0 a partir del 4º día después de la vernalización. En ese momento los 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
1 2 3 4 5 6 7 8
DÍA
%
 G
er
m
in
ac
ió
n Col0 
S3´ 
S9´ 
S15 
RESULTADOS 
 71
porcentajes de germinación se estabilizan presentando las 4 líneas valores similares 
en torno al 75%. 
3.5. Efecto de la modificación exógena de los niveles de PAs 
sobre el fenotipo observado. 
La relación entre los elevados niveles de Spm y los cambios observados en las 
plantas sobreepresoras de SAMDC1 se comprobó creciendo plántulas en placa en 
presencia de las PAs Put, Spd o Spm, o de MGBG, inhibidor de la actividad SAMDC. 
Al cabo de 5 días se recogieron las plántulas y se midieron los niveles de ACC, 
etileno y ABA así como la expresión de los genes dependientes de estas hormonas 
determinados anteriormente. 
3.5.1. Análisis de los efectos de la aplicación de PAs. 
Se crecieron plantas Col0 en placas MS que contenían diferentes 
concentraciones de cada una de las 3 PAs. Se observa cómo la aplicación de Spm, 
incluso a bajas concentraciones, provoca una disminución en los niveles de etileno 
(Figura 3.14).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.14. Efecto de la adición de PAs sobre los niveles de etileno. Plántulas Col0 fueron crecidas durante 5 
días en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones de cada una de las  PAs, Put, Spd o Spm.  
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Esta disminución es dependiente de la concentración de Spm aplicada y da 
lugar a unos porcentajes de reducción de etileno similares a los observados en las 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1 (Figura 3.11). La reducción en el contenido en 
etileno no se observa cuando se crecen las plantas en presencia de concentraciones 
elevadas de Put y Spd. 
La determinación del contenido de ACC, precursor de la hormona etileno, en 
plántulas crecidas de igual forma presentó unos resultados similares (Figura 3.15). El 
crecimiento en presencia de Spm provoca también una reducción, dependiente de la 
concentración de Spm, en los niveles de ACC producidos (Figura 3.15). En cambio la 
Put y la Spd no producen una reducción apreciable en los niveles de este metabolito 
(Figura 3.15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.15. Efecto de la adición de PAs sobre los niveles de ACC. Plántulas del ecotipo Col0 
fueron crecidas durante 5 días en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones de cada 
una de las PAs, Put, Spd y Spm.  
 
 
La medida del contenido de ABA en plantas Col0 crecidas en presencia de PAs 
dió como resultado  el aumento del contenido en esta hormona como consecuencia 
del tratamiento con Spm (Figura 3.16), que correlaciona con la concentración de Spm 
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aplicada. Sin embargo el crecimiento en presencia de las PAs Put y Spd no provocó 
cambios importantes en el contenido en ABA.  
 
   
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16. Efecto de la adición de PAs sobre los niveles de ABA. Plántulas del ecotipo Col0 
fueron crecidas durante 5 días en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones de cada 
una de las PAs, Put, Spd y Spm.  
 
 
La cuantificación por medio de qRT-PCR de los niveles de RNA mensajero 
permitió comprobar que el crecimiento de las plantas Col0 en presencia de Spm 
provoca así mismo un aumento en la expresión de los genes inducidos en las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1, mientras que el crecimiento con Put y Spd no provoca 
ningún cambio en los niveles de dichos genes (Figura 3.17). Este aumento provocado 
por Spm se correlaciona con la concentración aplicada de esta PA. La inducción 
conseguida por Spm 0,5mM es similar a la observada en las plantas sobreexpresoras 
de SAMDC1 en ausencia de tratamiento. Esto confirma la relación entre el aumento 
de niveles de Spm, alcanzados por la sobreexpresión de SAMDC, y la inducción de 
los estos genes.  
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Figura 3.17. Efecto de la adición de PAs sobre los niveles de expresión de genes participantes en respuesta a 
estrés abiótico, biótico, señalización por etileno y síntesis de ácido jasmónico.  Medida de los niveles de 
mRNA de cada gen por qRT-PCR en plantas crecidas en placas MS suplementadas con diferentes PAs. El número 
de duplicación es el Log2 de la relación entre la cantidad de mensajero del gen en concreto en cada muestra 
respecto de la cantidad del mismo mensajero presente en Col0 crecida en placa MS sin adición de PAs. Las 
medidas se realizaron sobre plántulas de 5 días. 
 
 
3.5.2. Análisis de los efectos de la aplicación de MGBG. 
En otra serie de experimentos se estudió qué efecto tenía en las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 la presencia de MGBG en el medio de crecimiento 
sobre los niveles de etileno, ACC y ABA, así como en la expresión de los genes hasta 
ahora analizados. El MGBG es un conocido inhibidor de la actividad SAMDC de 
forma que la adición de este compuesto debe bloquear, cuanto menos, la síntesis de 
PAs. Se observó que el MGBG provoca un incremento en los niveles de etileno tanto 
en las plantas no transformadas como en las líneas transgénicas (Figura 3.18). Este 
aumento se correlaciona con la concentración de MGBG en la placa siendo mucho 
más acusado en las líneas transgénicas. El crecimiento en presencia de altas 
concentraciones del inhibidor provoca en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 
una producción de etileno parecida a la presente en Col0 en ausencia de MGBG 
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(Figura 3.18). Es decir, el MGBG es capaz de revertir los niveles de etileno de las 
líneas sobreexpresoras hasta alcanzar los de las plantas no transformadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.18. Efecto de la presencia de MGBG sobre la producción de etileno. Plantas Col0 y de las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 fueron crecidas en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones de 
MGBG. Los niveles de etileno fueron determinados en plántulas de 5 días. 
 
La medida del contenido en ACC condujo a un resultado análogo. El 
crecimiento en presencia de este inhibidor provoca un aumento en los niveles de ACC 
que se correlaciona con la cantidad de MGBG aplicado (Figura 3.19). Este aumento 
es muy poco significativo en Col0. Sin embargo y de igual forma que antes, con altas 
concentraciones de MGBG se puede conseguir en las plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1 unos niveles de ACC similares a los presentes en Col0 antes de ningún 
tratamiento (Figura 3.19). 
El crecimiento en presencia de MGBG provoca una reducción en el contenido 
de ABA tanto en las plantas Col0 como en las líneas transgénicas. Esta disminución 
es muy poco importante en Col0. Sin embargo en las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1 la reducción es considerable y dependiente de la concentración de inhibidor 
usada. Al igual que en los casos anteriores el crecimiento de las plantas S3´, S9´ y 
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S15 en presencia de altas concentraciones de MGBG provoca un recuperación de los 
niveles de ABA hacia los niveles de las plantas control (Figura 3.20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19. Efecto de la presencia de MGBG sobre la producción ACC. Plantas Col0 y de las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 fueron crecidas en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones 
de MGBG. Los niveles de ACC fueron determinados en plántulas de 5 días. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.20. Efecto de la presencia de MGBG sobre la producción de ABA. Plantas Col0 y de las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 fueron crecidas en placas MS suplementadas con diferentes concentraciones de 
MGBG. Los niveles de ABA fueron determinados en plántulas de 5 días. 
 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
Control 0,1 mM MGBG 1 mM MGBG
 n
g 
A
B
A
/ g
 p
es
o 
fr
es
co
Col0
S3´
S9´
S15
0
50
100
150
200
250
Control 0,1 mM MGBG 1 mM MGBG
A
C
C
 (n
g/
g 
pe
so
 fr
es
co
)
Col0
S3´
S9´
S15
RESULTADOS 
 77
El análisis por qRT-PCR  ha permitido comprobar cómo la aplicación del 
inhibidor MGBG en el medio de crecimiento provoca una reducción en la expresión 
del conjunto de genes analizados anteriormente (Figura 3.21). De forma que en las 
plantas transgénicas se alcanza unos niveles de expresión similares a los presentes en 
las plantas Col0 en ausencia de tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.21. Efecto de la presencia de MGBG en el medio de cultivo sobre los niveles de expresión de genes 
participantes en repuesta a estrés abiótico, biótico, señalización por etileno y síntesis ácido jasmónico. Se 
determinó los niveles  de mRNA de cada gen por qRT-PCR en plántulas de 5 días crecidas en placas MS 
suplementadas con MGBG. El número de duplicación es el log2 de la relación entre la cantidad de mensajero del 
gen en concreto en cada muestra respecto de la cantidad del mismo mensajero presente en Col0 crecidas en placa 
MS sin ningún tratamiento 
 
Con estos resultados podemos concluir que el uso del inhibidor MGBG que 
inhibe la actividad SAMDC puede provocar en las plantas transgénicas una reversión 
al fenotipo de las plantas Col0. 
3.6. Efecto de la modificación exógena de los niveles de 
etileno sobre el fenotipo observado. 
Con el objetivo de estudiar la aparente relación entre el etileno y las PAs se 
crecieron plantas Col0 y plantas sobreexpresoras de SAMDC1 en presencia de 
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distintas concentraciones de ACC, precursor del etileno. Se puede comprobar cómo el 
crecimiento en presencia de ACC provoca en Col0 un aumento considerable en los 
niveles de etileno producidos (Figura 3.22). Este aumento es dependiente de la 
cantidad de ACC aplicado a las placas. Sin embargo apenas se observa este aumento 
en las plantas transgénicas lo que indica que la menor producción de etileno 
característica de las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 no se debe a una falta del 
precursor ACC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.22. Efecto de la presencia de ACC en el medio de cultivo sobre la producción  de etileno. Plantas  
Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron crecidas en placas MS suplementadas con diferentes 
concentraciones de ACC. Los niveles de etileno fueron determinados en plántulas de 5 días. 
 
La medida del contenido en ABA (Figura 3.23) muestra que el crecimiento en 
presencia de ACC no provoca en las plantas transgénicas una disminución 
considerable de los niveles de ABA. En cambio sí se observa esta disminución en las 
plantas del ecotipo Col0.   
Por último, el crecimiento en presencia de ACC no provoca una disminución 
significativa de los niveles de expresión de los genes estudiados  en ninguna de las 
líneas sobreexpresoras (Figura 3.24). Las medidas por qRT-PCR permiten comprobar 
la ausencia de efecto del ACC sobre la expresión de genes inducidos en las líneas 
sobreexpresoras.  
0
2
4
6
8
10
12
14
16
Control 0,01mM ACC 0,1mM ACC
Et
ile
no
 (n
l/g
*h
)
Col0
S3´
S9´
S15
RESULTADOS 
 79
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.23. Efecto de la presencia de ACC en el medio de cultivo sobre la producción de ABA. Plantas 
Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron crecidas en placas MS suplementadas con diferentes 
concentraciones de ACC. Los niveles de ABA fueron determinados en plántulas de 5 días. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.24. Efecto de la presencia de ACC en el medio de cultivo sobre los niveles de expresión de genes 
participantes en repuesta a estrés abiótico, biótico, señalización por etileno y síntesis ácido jasmónico.  Se 
determinaron los niveles de mRNA de cada gen por qRT-PCR en plántulas de 5 días crecidas en placas MS 
suplementadas con ACC. El número de duplicación es el log2 de la relación entre la cantidad de mensajero del gen 
en concreto en cada muestra respecto de la cantidad del mismo mensajero presente en Col0 crecidas en placa MS 
sin ningún tratamiento. 
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Los resultados obtenidos sugieren que el ACC y la síntesis de etileno no son 
causantes de los cambios en ABA ni en expresión génica observados en las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1.  
3.7. Estudio de la resistencia al estrés abiótico. 
Ante la inducción de la expresión de una serie de genes relacionados con la 
respuesta al estrés abiótico en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 se abordó el 
estudio de su respuesta a diferentes tipos de estrés abiótico: estrés salino, estrés 
hídrico y estrés por ozono.  
3.7.1. Análisis de la resistencia al estrés salino. 
El daño visible provocado durante el estrés salino se caracteriza por una 
clorosis generalizada, la aparición de manchas oscuras en las hojas y el 
marchitamiento de la planta. Se mantuvo plantas adultas de 3 semanas sumergidas en 
diferentes disoluciones de NaCl, en un rango de concentración de 0 a 250 mM,  
durante 10 días. Se observó que las plantas transgénicas sobreexpresoras de SAMDC1 
presentan en general un daño más atenuado al compararlas con las plantas de la 
variedad Col0 (Figura 3.25). Se comprobó que las lesiones aumentan de gravedad 
conforme aumenta la concentración de NaCl. Posteriormente se estudió la 
recuperación al daño provocado por un estrés por NaCl de carácter intenso y agudo; 
para ello plantas de 12 días de cada una de las líneas se mantuvieron durante 2 días en 
presencia de una disolución de NaCl 250mM y, tras un período de 12 días de 
recuperación, se determinó el  peso fresco de la parte aérea y y se midió la longitud 
del tallo.  
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Figura 3.25. Efectos del tratamiento con NaCl sobre plantas Col0 y  plantas sobreexpresoras de SAMDC1.  
Plantas de 3 semanas del ecotipo salvaje Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 S3´, S9´y S15 fueron 
sometidas durante 10 días a un estrés con disoluciones de distinta concentración de NaCl. 
 
La longitud del tallo y el peso fresco de la parte aérea de la planta no son 
significativamente distintos entre las plantas Col0 y las plantas transgénicas antes del 
estrés salino. El tratamiento con NaCl provoca en todas las líneas una reducción en el 
peso fresco de la parte aérea y en la longitud del tallo de la planta (Figura 3.26). En 
plantas Col0 se produce una reducción del 70% en la longitud del tallo y del 50% en 
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el peso fresco de la parte aérea de la planta. Sin embargo, en las lineas transgénicas la 
reducción es del 55% para la longitud del tallo y 25% para el peso fresco (Figura 
3.26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.26. Influencia del estrés salino en la longitud del tallo y en el peso fresco de la parte 
aérea planta. Plantas de 2 semanas fueron estresadas durante 2 días con NaCl 250mM. Tras 12 días 
de recuperación se midió la longitud del tallo y el peso fresco de la planta. Los porcentajes se 
calcularon respecto del valor de la longitud del tallo y el peso fresco de cada línea antes del 
tratamiento. 
 
La menor reducción en peso y tamaño de las líneas transgénicas sugiere una 
mayor tolerancia al estrés salino.  
La aparente tolerancia de las líneas transgénicas al estrés salino se comprobó 
también mediante estudios de germinación en placa. Se sembraron semillas de la 
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variedad salvaje Col0 y de las tres líneas sobreexpresoras de SAMDC1 en placas con 
medio MS a las que se añadió NaCl a diferentes concentraciones. Diariamente se 
contó el número de semillas que habían desarrollado cotiledones hasta que el número 
de semillas que germinadas se estabilizaba. Los resultados se expresan como el 
porcentaje de semillas germinadas respecto al número total de semillas sembradas en 
cada placa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.27. Efecto de la concentración de NaCl sobre la germinación. 50 semillas de cada 
línea fueron sembradas en placas de medio MS suplementadas con la concentración de NaCl 
indicada. El número de semillas que habían desarrollado cotiledones se contó a los 8 días después 
de la vernalización y se calculó el % de germinación respecto del número de semillas sembradas. 
 
El crecimiento en presencia de NaCl reduce significativamente el porcentaje 
de semillas que germinan (Figura 3.27). Esta reducción respecto al control en 
ausencia de sal es más importante cuanto mayor es la concentración de NaCl en las 
placas. Se puede comprobar que esta reducción no es tan acusada en las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1 en las que la proporción de semillas germinadas en el 
último día de recuento, es en torno a un 15% mayor que la correspondiente a Col0 en 
plantas crecidas entre 50-150 mM NaCl (Figura 3.27). 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
0 50 100 150 200 250
NaCl (mM)
%
 G
er
m
in
ac
ió
n
Col0
S3´
S9´
S15
RESULTADOS 
 84 
En las plantas Col0 la capacidad de germinación se ve disminuida de una 
forma gradual conforme aumenta la intensidad del estrés salino, muy pocas semillas 
llegan a germinar en presencia de 250mM NaCl. Por el contrario, las líneas 
sobreexpresoras presentan un descenso importante en su capacidad de germinación 
solamente a partir de 150 mM NaCl. Sin embargo, a concentraciones mayores de 
NaCl estas diferencias disminuyen de forma que en el caso de 250mM apenas hay 
diferencias (Figura 3.27).  
La mayor resistencia de las plantas transgénicas al estrés salino podría estar 
relacionada con los elevados niveles de expresión de genes relacionados con la 
respuesta a estrés abiótico presentes en ellas. Para comprobar su participación en la 
respuesta a estrés salino se cuantificaron por qRT-PCR los niveles de los genes 
estudiados anteriormente (Figura 3.28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.28. Efecto del estrés salino sobre la expresión de genes de respuesta al estrés abiótico. Los niveles 
de mRNA se determinaron por qRT-PCR después de un estrés salino durante 6h con 250 mM de NaCl  sobre 
plantas de 4 semanas. Los valores están normalizados respecto al valor en la muestra Col0 antes de tratamiento.  
     
Hay que destacar que después del estrés salino, las diferencias en los niveles 
de expresión de estos genes entre las plantas Col0 y las plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1 se reducen considerablemente, siendo muy similares entre todas las líneas. 
Posteriormente, se compararon en cada línea los niveles de expresión de estos genes 
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después del estrés con los presentes en la misma línea antes del tratamiento.  Se puede 
comprobar que el aumento en la expresión de estos genes respecto a la situación 
previa al estrés es mucho mayor en las plantas Col0 que en las plantas transgénicas 
(Figura 3.29).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.29. Efecto del estrés salino sobre la expresión de genes de respuesta al estrés abiótico. Los niveles 
de mRNA se determinaron por qRT-PCR después de un estrés salino durante 6h con 250 mM de NaCl  sobre 
plantas de 4 semanas. Para cada una de las líneas los valores de expresión de cada gen están normalizados respecto 
al valor presente en la misma línea antes de tratamiento.  
  
 
El aumento en el nivel de expresión de los genes de respuesta al estrés salino 
se correlaciona con un aumento en los niveles de ABA. Aumento, que es más acusado 
en Col0, de forma que, después del tratamiento sus niveles son incluso superiores a 
los presentes en las líneas transgénicas (Figura 3.30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.30. Efecto del estrés salino sobre el contenido en ABA. Plantas Col0  y de las tres 
líneas transgénicas de 4 semanas fueron tratadas durante 6 horas con 250mM de NaCl.  
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3.7.2. Análisis de la resistencia al estrés por desecación. 
De los genes cuya expresión se encuentra inducida en las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1 muchos de ellos participan asimismo en la respuesta de 
la planta al estrés por desecación. Este tipo de estrés está muy relacionado con el 
estrés salino de forma que existe un solapamiento entre las respuestas a ambos tipos 
de estreses. En consecuencia, se estudió el comportamiento de las plantas 
transgénicas frente al estrés por déficit de agua. El déficit en el contenido de agua 
provoca en las plantas una pérdida de turgencia así como clorosis en las hojas. El 
estudio se llevó a cabo retirando totalmente el aporte de agua a las plantas durante 
varios días y comparándose el daño visible en las plantas Col0 y en las líneas 
transgénicas. Se comprobó que los daños provocados por el déficit de agua son 
mucho más importantes en las plantas Col0 que en las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1. Así, después del mismo tiempo en condiciones de privación de agua, las 
plantas Col0 presentaron una clorosis mucho más desarrollada que las líneas 
transgénicas (Figura 3.31). 
El estrés por déficit hídrico se manifiesta entre otros factores por la reducción 
del área  de las hojas de la roseta de la planta. Esta reducción, provocada por el déficit 
de agua, es considerablemente más importante en las plantas Col0. De igual forma, la 
disminución en el contenido de clorofila, que se manifiesta por la aparición de color 
amarillo, es mayor en el ecotipo salvaje (Figura 3.32). 
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Figura 3.31. Efectos del estrés por desecación en plantas Col0 y en  plantas sobreexpresoras de SAMDC1.  
Plantas de 3 semanas del ecotipo salvaje Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron sometidas 
durante 10 días a un estrés por déficit de agua. 
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Figura 3.32. Reducción del tamaño y amarilleamiento de las hojas de la roseta debidos a desecación. Plantas 
de 3 semanas del ecotipo Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron mantenidas durante 10 días en 
condición de privación de agua. 
   
 
La medida del área de las hojas (Figura 3.33) demuestra la menor sensibilidad 
de las plantas transgénicas al estrés por desecación. Se observa que la reducción del 
área de las hojas de Col0 es del orden del 70% mientras que en las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1 esta reducción es del orden del 50%. 
 
 
 
Figura 3.33. Medidas del área 
de las hojas en plantas 
sometidas a estrés por déficit 
hídrico. Plantas de 3 semanas 
del ecotipo Col0 (en verde) y de 
las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1 fueron  mantenidas 
durante 10 días en condición de 
privación de agua. 
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La clorosis provocada por el déficit de agua se cuantificó mediante un 
programa de análisis de imagen que permitió separar los colores básicos de fotos de 
hojas de plantas. Puesto que las hojas son inicialmente verdes y gracias a una 
transformación previa a tonos de gris, el amarilleamiento se puede seguir a través del 
aumento de luminosidad. De esta forma las zonas más amarillas aparecerán con tonos 
de gris muy claros mientras que el color verde aparece como zonas de gris oscuro. La 
cuantificación de la luminosidad así medida en hojas de todas las líneas permite 
estimar los efectos de la desecación. Se observó que el déficit por agua provoca en 
todas las plantas un aumento de luminosidad que se corresponde con la clorosis de la 
hoja (Figura 3.34). Se observa que este aumento de la luminosidad es 
significativamente menor en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 en las que la 
clorosis parece ser menos severa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.34. Medidas de luminosidad en plantas sometidas a estrés por déficit hídrico. Plantas 
de 3 semanas del ecotipo Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 se mantuvieron en 
condiciones de privación de agua durante 10 días. La clorosis fue medida a través de la 
luminosidad en las hojas de la roseta de forma que una mayor luminosidad indica mayor clorosis. 
 
Al igual que en el estrés salino, también se realizó un estudio de la 
recuperación al estrés por desecación. La medida del peso fresco de la parte aérea y la 
longitud del tallo permitió comprobar la mayor capacidad de recuperación de las 
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plantas transgénicas. Se puede comprobar como el déficit en agua durante 2 días 
provoca en Col0 una disminución de la longitud del tallo de un 65% así como una 
reducción del peso fresco de un 35% (Figura 3.35). En cambio en las plantas 
transgénicas esta reducción es inferior al 45% en la longitud del tallo y de un 15% en 
el peso fresco de la parte aérea.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.35. Influencia del estrés por desecación en la longitud del tallo y en el peso fresco 
de la parte aérea de la planta. Plantas de 2 semanas fueron sometidas a un estrés por 
desecación de 2 días. Tras 12 días de recuperación se midió la longitud del tallo y el peso fresco 
de la parte aérea de la planta. Los porcentajes se calcularon respecto del valor de la longitud del 
tallo y el peso fresco de cada línea antes del tratamiento.  
 
Así mismo, se comprobó el efecto de la privación de agua sobre la capacidad 
de germinación de las plantas; se sembró en placa semillas de plantas Col0  y de las 
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tres líneas sobreexpresoras. El crecimiento de estas semillas en distintos porcentajes 
de humedad relativa resultó en una reducción en el porcentaje de semillas que 
desarrollaron cotiledones (Figura 3.36). Esta reducción es más importante cuanto 
menor es la humedad ambiental de forma que a 50% de humedad relativa apenas hay 
plantas capaces de desarrollar cotiledones. Se puede observar que el número de 
semillas que habían desarrollado cotiledones de las 3 líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1 es siempre significativamente superior que el de Col0 en las mismas 
condiciones de humedad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.36. Germinación durante el estrés hídrico. 50 semillas de cada línea fueron sembradas 
en placas en medio MS que después de la vernalización se abrieron en un incubador al  porcentaje 
de humedad indicado. El control se realizó con placas que se mantuvieron cerradas. El número de 
semillas que habían desarrollado cotiledones se contó a los 8 días después de la vernalización y se 
calculó el % de germinación respecto al número total de semillas sembradas. 
 
De igual forma que en el apartado anterior, se analizó los niveles de expresión 
de genes relacionados con la respuesta a estrés abiótico durante un estrés por 
desecación de carácter corto e intenso. La medida por qRT-PCR mostró una 
inducción de los niveles de expresión de estos genes como consecuencia de la 
desecación (Figura 3.37). Posteriormente al estrés, los niveles de estos mensajeros 
respecto a Col0 son muy similares en todas las líneas (Figura 3.37). 
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Figura 3.37. Efecto del estrés por desecación sobre la expresión de genes de respuesta al estrés abiótico. Los 
niveles de mRNA se determinaron por qRT-PCR después de un estrés por desecación  durante 10h  sobre plantas 
de 4 semanas. Los valores están normalizados respecto al valor en la muestra Col0 antes de tratamiento.  
 
  El aumento en la expresión de estos genes es mucho más importante en las 
plantas Col0 que en las líneas sobreexpresoras de SAMDC1. Esto se observa con más 
claridad en la figura 3.38 donde para cada línea la normalización no se realiza frente a 
Col0 sino frente al nivel de expresión previo al estrés en la misma la línea. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 3.38. Efecto del estrés por desecación sobre la expresión de genes de respuesta al estrés abiótico. Los 
niveles de mRNA se determinaron por qRT-PCR después de un estrés por desecación durante 10h sobre plantas de 
4 semanas. Para cada una de las líneas los valores de expresión de cada gen están normalizados respecto al valor 
presente en la misma línea antes de tratamiento 
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3.7.3. Análisis de la resistencia al estrés por ozono. 
El estrés oxidativo provocado por ozono provoca inicialmente la aparición de 
manchas oscuras en las hojas, luego clorosis y marchitamiento. El tratamiento con 
250 ppb de las plantas durante 6 días originó la aparición de estos síntomas en todas 
las plantas. Sin embargo la intensidad del daño era mucho mayor en las plantas Col0 
(Figura 3.39). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.39. Efectos del tratamiento con ozono en plantas Col0 y en  plantas sobreexpresoras de SAMDC1.  
Plantas de 3 semanas del ecotipo salvaje Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron tratadas con 250 
ppb de ozono durante 6 días. 
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La resistencia de las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 se comprobó 
mediante la medida de la longitud del tallo y el peso fresco de la parte aérea de la 
planta después de un tratamiento con 250 ppb de ozono durante 2 días y 12 días de 
recuperación. La figura 3.40 recoge los datos de estas medidas para todas las líneas 
estudiadas. Se comprueba que las plantas Col0 presentan una reducción de la longitud 
del tallo de un 38% y del 22% en el peso fresco. En cambio, esta disminución en las 
plantas transgénicas es de un 17% en la longitud del tallo y de un 8% en el peso 
fresco de la parte aérea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.40. Influencia del estrés por ozono en la longitud del tallo y en el peso fresco de la parte 
aérea de la planta. Plantas de 2 semanas fueron expuestas a una concentración de 250 ppb de ozono  
durante 2 días. Tras 12 días de recuperación se midió la longitud del tallo y el peso fresco de la parte aérea 
de la planta planta. Los porcentajes se calcularon respecto del valor de la longitud del tallo y el peso fresco 
de cada línea antes del tratamiento.  
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Posteriormente se realizó un experimento de germinación en presencia de 
ozono de semillas de plantas Col0 y de las líneas S3´, S9´ y S15. En la figura 3.41 se 
observa que el ozono provoca una disminución considerable en el número de semillas 
germinadas de todas las líneas. Esta disminución en el porcentaje de semillas 
germinadas es más importante conforme aumenta la concentración del ozono 
aplicado. Se observa además que esta reducción es más evidente en el ecotipo Col0 
que en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.41. Germinación durante estrés por ozono. 50 semillas de cada línea fueron sembradas en 
macetas, después de vernalización, fueran sometidas a un estrés por ozono contínuo de cada una de las 
concentraciones indicadas. El número de semillas que habían germinado se contó a los 8 días después de 
la vernalización y se calculó el % de germinación respecto del número total de semillas germinadas. 
 
Se realizó la medida por qRT-PCR de los niveles del mensajero del gen GST6 
(Glutatión S- transferasa 6), considerado un indicador del estado oxidativo general de 
la planta. Se observó que los niveles de expresión de este gen en las líneas 
transgénicas son claramente inferiores a los de las plantas Col0 (Figura 3.42). 
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Figura 3.42. Niveles de expresión de GST6 en plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1. Medida por qRT-PCR de los niveles de mensajero de GST6 en plantas 
de 4 semanas de las 3 líneas sobreexpresoras de SAMDC1. El número de 
duplicación es el Log2 de la relación entre la cantidad de mensajero del gen en 
concreto en cada muestra respecto de la cantidad del mismo mensajero presente 
en Col0. 
 
Se comprobó que la exposición al ozono provoca la inducción de la expresión 
de GST6 en todas las líneas analizadas (Figura 3.43) lo que confirma el daño de tipo 
oxidativo que este agente provoca. También se pudo observar que los niveles de 
expresión de este gen tienden a recuperar su expresión inicial al sexto día de 
tratamiento sugiriendo una adaptación por parte de la planta al estrés. La expresión de 
GST6 fue siempre mayor en las plantas Col0 que en las líneas transgénicas.  
El aumento en la expresión de GST6 causado por la exposición a ozono es 
más importante en las plantas Col0 que en las líneas transgénicas lo que sugiere un 
mayor daño en estas plantas (Figura 3.44). 
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Figura 3.43. Expresión  de GST6 en plantas sobreexpresoras de SAMDC1 de 4 semanas después de un estrés 
por ozono. Medidas de cantidades de mensajero de cada gen por qRT-PCR en plantas sometidas a un tratamiento 
diario de 6h con 100 ppb de ozono durante 3 días (3d) o durante 6 días (6d). Los niveles de expresión están 
referidos a los niveles presentes en Col0 antes de tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.44. Aumento relativo de la expresión de GST6 durante estrés por ozono. Niveles de expresión de 
GST6 medidos por qPCR después de un estrés por 100 ppb de ozono durante 3 días. El número de duplicación es 
el log2 de la relación entre la cantidad de mensajero presente después del estrés por ozono respecto de la presente 
antes de tratamiento en la misma línea. 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
Ozono 3 Días Ozono 6 Días
N
úm
er
o 
de
 d
up
lic
ac
ió
n
Col0
S3´
S9´
S15
0
1
2
3
4
5
6
7
8
Ozono 3 Días Ozono 6 Días
N
úm
er
o 
de
 d
up
lic
ac
ió
n
Col0
S3´
S9´
S15
RESULTADOS 
 98 
Dado que se ha sugerido la participación de las PAs en la respuesta al estrés 
por ozono se sometieron plantas de todas las líneas a un estrés con 100 ppb de ozono, 
6h al día, durante 6 días. El tratamiento con ozono provoca un aumento en la 
expresión de los genes de síntesis de PAs (Figura 3.45).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.45. Expresión de genes de síntesis de poliaminas en plantas sobreexpresoras de SAMDC1 de 4 
semanas después de un estrés por ozono. Se determinó por qRT-PCR la cantidad de los mRNA de los genes 
ADC1, SAMDC1, SPDS1, SPMS tras tratar plantas de  4 semanas con 100 ppb de ozono 6h al día durante 3 días 
(3d) o durante 6 días (6d). Los niveles de expresión están referidos a los niveles presentes en Col0 antes del 
tratamiento. 
 
Se puede comprobar que, después del tratamiento crónico con ozono, los 
niveles de expresión de los genes de síntesis de PAs son muy similares en todas las 
plantas. El aumento experimentado por Col0 en los niveles de expresión de estos 
genes fue mucho mayor que en las plantas transgénicas las cuales ya presentaban 
unos niveles elevados de los mismos antes del tratamiento (Figura 3.46).  
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Figura 3.46. Aumento relativo de la expresión de genes de síntesis de poliaminas  durante estrés 
por ozono. Se determinó por qRT-PCR la cantidad de los mRNA de los genes ADC1, SAMDC1, 
SPDS1, SPMS tras tratar plantas de  4 semanas con 100 ppb de ozono 6h al día durante 3días. El 
número de duplicación es el log2 de la relación entre la cantidad de mensajero presente después del 
estrés por ozono respecto de la presente antes del tratamiento. 
 
3.8. Estudio de la resistencia al estrés biótico. 
El mayor nivel de expresión de genes que codifican proteínas PR  y otras 
proteínas de defensa observado en las micromatrices de DNA, sugiere una mayor 
resistencia de la planta frente a la infección por patógenos. Esta posibilidad se analizó 
infectando plantas de Col0, así como de las líneas transgénicas con las bacterias 
Pseudomonas syringae maculicola ES4326 y Pseudomonas syringae tomato 
DC3000. Ambos patógenos infectan Arabidopsis provocando en las hojas una 
clorosis inicial seguida de la aparición de manchas oscuras. La infiltración a vacío de 
estos 2 patógenos en las hojas produce en las plantas Col0 un daño más severo que en 
las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 (Figura 3.47).  
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Figura 3.47. Efectos de la infección con Pseudomonas en plantas de Arabidopsis de 4 semanas. Hojas de roseta 
de plantas del ecotipo Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron infectadas durante 3 días con 
Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 (A) o con Pseudomonas syringae pv.tomato DC3000 (B). 
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La clorosis inicial que presentan las hojas infectadas con estas bacterias se 
cuantificó mediante el análisis de la luminosidad (Figura 3.48). Se comprobó que la 
infección con cualquiera de ellos provoca un aumento de la luminosidad que se 
correlaciona con el amarilleamiento de la hoja. Este aumento de luminosidad es más 
importante en las hojas de plantas Col0 que en las de plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1 (Figura 3.48) lo que sugiere un menor desarrollo de los síntomas en las 
plantas transgénicas a la infección por estos patógenos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.48. Medidas de luminosidad en plantas sometidas a infección por Pseudomonas syringae 
maculicola ES4326 y Pseudomonas syringae tomato DC3000. Hojas de roseta de plantas del ecotipo Col0 y de 
las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron infectadas durante 2 días con Pseudomonas syringae maculicola 
ES4326 (ps Maculicola) y Pseudomonas syringae tomato DC3000 (ps Tomato). La clorosis se cuantificó por la 
luminosidad de las hojas de la roseta de las plantas. 
 
La resistencia de las plantas a la infección se determinó a partir del número de 
unidades formadoras de colonias (CFU) capaces de crecer a partir de discos de hojas 
infectadas con cada uno de los patógenos. Se comprobó que el número de CFU 
obtenido por disco foliar aumenta en todas las líneas con el tiempo de infección. 
También se observó que en las plantas Col0 el número de CFU obtenido es alrededor 
de dos órdenes de magnitud mayor que en los discos procedentes de las líneas 
transgénicas (Figura 3.49).  
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Figura 3.49. Número de unidades formadoras de colonias (CFU) por disco foliar de 0,5 cm de 
diámetro  crecidas en placa. Hojas de roseta de plantas del ecotipo Col0 y de las líneas 
sobreexpresoras de SAMDC1 fueron infectadas durante 2 ó 3 días con Pseudomonas syringae 
maculicola ES4326 y con Pseudomonas syringae  tomato DC3000. Discos de 0,5 cm de diámetro 
fueron separados y triturados,  sembrándose posteriormente en placa y contándose el número de 
colonias aparecidas. 
 
 
Un estudio similar se realizó con el hongo Peronospora parasítica. Este 
hongo infecta Arabidopsis dando lugar a la aparición de clorosis y de 
esporangioesporas. Las esporangioesporas son estructuras ramificadas del tamaño de 
un tricoma que salen de los estomas de la cara abacial de la hoja y que en sus 
extremos producen las conidioesporas. La medida del grado de infección sufrido por 
las hojas se realizó a través del recuento del número de esporangioesporas presentes 
en cada hoja. Así, plantas de 2 semanas fueron infectadas con este hongo y a los 10 
días se contó el número de esporangioesporas que habían crecido (Figura 3.50). Se 
comprobó que el número de esporangioesporas en las hojas de las plantas Col0 es 
mucho mayor que el de las líneas transgénicas. 
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Figura 3.50. Recuento del número de esporangioesporas en hojas de 
Arabidopsis infectadas con Peronospora parasitica. Plantas de Col0 y de las 
líneas sobreexpresoras de SAMDC1 de 2 semanas fueron infectadas con 
Peronospora parasitica. La medida del número de esporangioesporas se realizó a 
los 10 días después de la infección. 
  
La medida por qRT-PCR de los niveles de expresión de genes participantes en 
la defensa frente a patógenos muestra su inducción como consecuencia de la 
infección con Pseudomonas syringae maculicola (Figura 3.51).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.51. Variación de la expresión de genes de respuesta frente a patógenos durante 
infección con Pseudomonas syringae maculicola ES4326. Hojas de roseta de plantas del ecotipo 
Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 fueron infectadas durante 2 días con 
Pseudomonas syringae maculicola ES4326. Los niveles de expresión están referidos a los niveles 
presentes en Col0 antes de tratamiento. 
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Se puede comprobar que posteriormente al estrés biótico los niveles de mensajero 
estudiados son en todas las líneas muy similares. Sin embargo, las plantas Col0 han 
experimentado un aumento mucho más importante de los niveles de expresión de 
estos genes que las plantas transgénicas en las que el aumento es apenas perceptible. 
Esto se puede comprobar representando el aumento de cada gen durante la infección 
respecto de su nivel antes del estrés biótico (Figura 3.52). Estos resultados apoyan la 
idea de que la resistencia al estrés de tipo biótico de las plantas sobreexpresoras de 
SAMDC1 se debe a los elevados niveles de expresión de genes de defensa frente a 
patógenos que estas plantas presentan en condiciones de no infección. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.52. Variación de la expresión de genes defensa durante infección 
por Pseudomonas syringae maculicola. Niveles de expresión de genes de 
defensa frente a patógenos  medidos por qRT-PCR  después de la infección por 
Pseudomonas syringae maculicola ES4326 durante 2 días. El número de 
duplicación es el log2 de la relación entre la cantidad de mensajero presente 
después de la infección respecto de la presente antes del tratamiento. 
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3.9. Efectos de la sobreexpresión de SAMDC1 en la 
organización del tejido vascular del tallo y de la hoja. 
3.9.1. Microscopía óptica del tallo. 
Se realizó un estudio de la estructura histológica del tallo de las plantas Col0 y 
de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1. Tras incluir las muestras en resina EPON, 
se obtuvieron una serie de cortes semifinos (1 µm de grosor) transversales de tallo 
que se visualizaron al microscopio óptico en los que se pueden apreciar diferencias 
significativas en el tejido vascular (Figura 3.53 y 3.54). Se puede comprobar que en la 
línea sobreexpresora de SAMDC1 S15 hay un mayor número de amiloplastos que en 
la planta Col0 (Figura 3.53). Así mismo, la sobreexpresión de SAMDC1 origina una 
organización atípica de las células de los haces vasculares  de forma que el xilema y 
el floema de las plantas S15 se expanden lateralmente. Esto da lugar a que la típica 
disposición radial de los haces vasculares presente un ángulo más obtuso que el 
presente en las plantas Col0 (Figura 3.53). La expansión lateral del floema hace que 
tome una disposición en forma de arco frente a la organización más compacta 
observada en las plantas Col0 (Figura 3.53). Así mismo,  se observa que las plantas 
S15 presentan un xilema en el que las paredes secundarias de las células están muy 
poco desarrolladas (Figura 3.54). El cámbium vascular también se ve afectado en las 
plantas S15, pues presenta un cierto grado de desorganización, pudiendo resultar poco 
funcional, que hace difícilmente distinguible la separación entre el xilema y el floema 
(Figura 3.54). 
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Figura 3.53. Cortes semifinos (x400) de secciones transversales del tallo de las plantas Col0 (A) y de la 
planta sobreexpresora de SAMDC1 S15 (B). En las figuras A y B se muestra la disposición general de los haces 
teñidos con azul de toluidina. Se muestra con líneas blancas punteadas la disposición general de los haces 
vasculares 
A) 
B) amiloplastos floema cámbium xilema 
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Figura 3.54. Cortes semifinos (x1000) de secciones transversales del tallo de las plantas Col0 (A) y de la 
planta sobreexpresora de SAMDC1 S15 (B). En las figuras A y B se muestra un detalle de las células de los 
haces vasculares teñidos con azul de toluidina. 
floema cámbium xilema
A) 
B) 
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3.9.2. Microscopía electrónica de las hojas. 
Posteriormente, se estudió la estructura histológica de las hojas de las plantas 
Col0 y de las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 por microscopía electrónica. Tras 
incluir las muestras en resina, se obtuvieron una serie de cortes ultrafinos (60 nm de 
grosor) de las hojas que se visualizaron al microscopio electrónico en los que se 
pueden apreciar diferencias significativas en el tejido vascular (Figuras 3.55, 3.56 y 
3.57). Se observa que las células del xilema de las plantas S15 presentan una mayor 
cantidad de amiloplastos que las células de las plantas Col0 (Figura 3.55). Así mismo, 
la pared secundaria de las células del xilema de las plantas transgénicas presenta un 
aspecto deforme e irregular frente a la homogeneidad de la pared secundaria de las 
células de Col0 (Figura 3.55). Por otra parte, las células del xilema de las plantas S15 
presentan unos cloroplastos cuya estructura interna está desorganizada y donde el 
apilamiento de los tilacoides es irregular (Figura 3.56). En esta misma fotografía se 
puede comprobar también la desorganización de la pared secundaria del xilema de las 
células de las plantas S15. Así mismo, se observa que los cloroplastos de las células 
del parénquima de las plantas S15 son más aplanados y presentan una mayor 
densidad al microscopio electrónico por un mayor contenido en membranas internas 
que los presentes en las plantas Col0 (Figura 3.57). 
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Figura 3.55. Cortes ultrafinos de hojas de las plantas Col0 (x4500) (A) y de la planta sobreexpresora de 
SAMDC1 S15  (x 5000) (B). En las figuras A y B se muestra un detalle de las células de los haces vasculares. 
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Figura 3.56. Cortes ultrafinos (x5000) de hojas de las plantas  sobreexpresoras de SAMDC1 S15. En las 
fotografías se muestra un detalle de los cloroplastos y de la pared secundaria de las células del xilema. 
 
 
Figura 3.57. Cortes ultrafinos (x2500) de las hojas de las plantas Col0 (A) y de las planta sobreexpresoras de 
SAMDC1 S15 (B). En las figuras A y B se muestra un detalle de las células del parénquima de los haces 
vasculares. 
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3.10. Efectos de la sobreexpresión de ADC2 en genes 
inducidos en plantas sobreexpesoras de SAMDC1. 
Recientemente se han obtenido una serie de plantas transgénicas que 
sobreexpresan de forma constitutiva el gen de la ADC2 de Arabidopsis de forma que 
acumulan Put (Alcázar, 2004). Se analizó por qRT-PCR la expresión de los genes 
cuyos niveles en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1  se encontraban 
aumentados.  Como se observa en la figura 3.58 las plantas  sobreexpresoras de 
ADC2  (líneas 1-8 c, Pc y 5c) no presentan cambios importantes en los niveles de 
expresión de los genes estudiados los cuales participan en la defensa de la planta 
frente al estrés biótico y abiótico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.58. Efecto de la sobreexpresión de ADC2 en los niveles de expresión de genes participantes en 
repuesta a estrés abiótico, biótico, señalización por etileno y síntesis ácido jasmónico.  Medidas de cantidades 
de mensajero de cada gen por RT-PCR en tiempo real en plantas sobreexpresoras de ADC2 (1-8c, Pc y 5c) y en la 
planta control Kc de 4 semanas. El número de duplicación es el Log2 de la relación entre la cantidad de mensajero 
del gen en concreto en cada muestra respecto de la cantidad del mismo mensajero presente en el control Kc. 
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4. DISCUSIÓN. 
 
En este trabajo se ha profundizado en el estudio de los efectos de la 
sobreexpresión constitutiva del gen SAMDC1 en plantas de Arabidopsis. Se han 
seleccionado tres líneas sobreexpresoras, S3´, S9´y S15, que presentaban unos niveles 
de mRNA del orden de 3 veces superiores a las plantas control no transformadas. 
Estos transformantes presentan un fenotipo a nivel de plántula, de enanismo y menor 
longitud de las raíces, que sugiere un retraso en el crecimiento respecto a las plantas 
Col0 (Marco, 2000). La ausencia de fenotipo a nivel de planta adulta y los resultados 
del análisis transcriptómico nos llevaron a realizar un estudio en mayor profundidad 
de los efectos de la sobreexpresión de SAMDC1.  
4.1. La sobreexpresión de SAMDC1 provoca un aumento de actividad SAMDC y 
cambios en el contenido de PAs y etileno. 
La medida de la actividad SAMDC en las plantas transgénicas mostró que 
éstas presentaban una actividad 10- 15 veces superior a la presente en las plantas Col0 
(Figura 3.1). Estos niveles de actividad son superiores a los obtenidos al introducir el 
gen de la SAMDC humana bajo el control del promotor constitutivo CAMV35S en 
plantas de tabaco (Noh y Minocha, 1994; Waie y Rajam, 2002) en los que la 
actividad en las líneas transgénicas era de 5-9 veces superior a la línea no 
transformada. También son considerablemente mayores a los obtenidos al usar un 
promotor inducible por tetraciclina  en patata (Kumar y col., 1996) o por ABA en 
arroz (Roy y Wu, 2002). Por otra parte el análisis por qRT-PCR muestra que la 
sobreexpresión de SAMDC1 da lugar a un incremento en la expresión de los genes 
SPMS y SPDS1 (Figura 3.2). Estos niveles de expresión provocan un aumento en el 
contenido de Spm en las plantas transgénicas pero no de Spd. Resultados diferentes 
se obtuvieron al sobreexpresar la SAMDC humana en hojas de tabaco, donde se 
determinaron niveles elevados de Spd y reducidos de Put (Noh y Minocha, 1994). Así 
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mismo, la sobreexpresión de SAMDC bajo el control de promotores inducibles, 
provocó un aumento de 7 veces en los niveles de espermidina y 4 en los de espermina 
(Kumar y col., 1996) en  plantas de patata o de 2 a 4 veces en los niveles Spd y Spm 
en arroz (Roy y Wu, 2002). Las diferencias con nuestros resultados pueden deberse al 
hecho de que en nuestro caso el gen sobreexpresado es homólogo lo que permite que 
tengan lugar los mecanismos de regulación de este sistema. De esta forma en nuestras 
plantas transgénicas tendría lugar una regulación que conduce al aumento de los 
niveles de SPMS, SPDS1 y de Spm y evita la acumulación de Spd. Por otra parte, 
tampoco se puede descartar que plantas como patata o arroz regulen los niveles de 
Spm o PAs libres de forma diferente a Arabidopsis thaliana. 
La biosíntesis de PAs es un proceso bien conocido en el que se han sugerido 
diferentes niveles de regulación. Así, en plantas de Arabidopsis se ha sugerido que el 
paso limitante sería la conversión de Put a Spd (Alcázar, 2004); en plantas de tabaco 
se ha situado en el control traduccional de la SAMDC (Hanfrey y col., 2002) mientras 
que en arroz se ha sugerido que sería la actividad SAMDC la responsable de dicho 
control (Thu-Hang, 2002). Puesto que la construcción usada en nuestro trabajo no 
incorpora la 5´uORF responsable del control traduccional de los niveles de SAMDC, 
en las líneas transgénicas estudiadas la sobreexpresión de la SAMDC1 tiene lugar sin 
control traduccional dando lugar a incrementos en el contenido de Spm. Sin embargo 
el hecho de que no se produzca un aumento en el contenido de Spd sugiere la 
existencia de mecanismos de regulación del contenido de esta PA en la planta, 
sobretodo dado que los niveles de SPMS como de SPDS1 están aumentados en las 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1 (Figura 3.2).  
La medida del contenido en etileno (Figura 3.4) y ACC (Figura 3.5) muestra 
que las plantas transgénicas presentan una reducción significativa en los niveles de 
estos metabolitos. A pesar de que se ha sugerido una competencia por la SAM entre 
las rutas de biosíntesis de PAs y etileno (Van der Straeten y Montagu, 1990; Kushad 
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y Dumbroff, 1991) nuestros resultados indicarían que en Arabidopsis no existe tal 
competencia y que los menores niveles de etileno y ACC se deben a una reducción en 
los niveles de los mRNAs de ACC sintasa y/o ACC oxidasa (Figura 3.22). 
4.2. La sobreexpresión de SAMDC1 aumenta la tolerancia al estrés abiótico. 
La sobreexpresión de SAMDC1 provoca un aumento en los niveles del mRNA 
de NCED3 así como de una serie de genes como, cor15a, rd29a, rd26 y rd22bp1 
participantes en la respuesta al estrés abiótico, ya sea por desecación (Ingram y 
Bartels, 1996; Bray 1997; Shinozaki y Yamaguchi- Shinozaki, 1996, 2000, 2003), 
salino y frío (Shinozaki y Yamaguchi- Shinozaki, 1996, 2000, 2003; Thomashow, 
1999) (Figuras 3.5 y 3.9). NCED3 es el enzima limitante de la biosíntesis de ABA 
(Tan y col., 2003) por lo que su inducción podría ser la responsable del incremento de 
unas 4 veces en los niveles de ABA en las plantas transgénicas (Figura 3.12.). El 
ABA participa en una gran cantidad de procesos de señalización, destacando entre 
ellos las rutas de defensa frente al estrés abiótico (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 
1996). Estos datos parecen indicar la existencia de una activación previa a ningún 
tratamiento de las rutas de respuesta a estrés salino, por desecación y frío (Figura 
4.1). Los genes de respuesta a estos estreses que están inducidos en nuestras plantas 
transgénicas son dependientes (rd22bp1, rd26) o  independientes de ABA pero 
responden a la hormona (rd29a, cor15a) (Figura 4.1), habiéndose comprobado que en 
su región promotora contienen elementos ABRE de respuesta a ABA (Bonetta y 
McCourt 1998; Grill y Himmelbach 1998; Leung y Gidaudat 1998). Otros trabajos en 
nuestro laboratorio demuestran que, además de los genes comentados en este trabajo, 
las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 presentan una inducción de otros genes de 
respuesta a estrés abiótico (Collado, 2004) como DREB1B, DREB1C, KIN1 y  ERD10 
que aun siendo independientes de ABA responden a esta hormona (Shinozaki y 
Yamaguchi- Shinozaki, 1996, 2000, 2003). 
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Figura 4.1 Rutas de señalización para la activación transcripcional de genes inducidos por estrés abiótico. 
Las rutas A y B son dependientes de ABA, mientras que las rutas C y D son independientes de ABA. En color 
rojo están marcados los genes de respuesta a estrés abiótico inducidos en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1. 
 
Las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 han mostrado mayor tolerancia al 
estrés salino. Esto se comprueba tanto en la menor severidad del daño visible causado 
(Figura 3.25) como en la mayor recuperación al estrés (Figura 3.26). La capacidad 
para desarrollar cotiledones también parece estar mucho menos afectada en las 
plantas transgénicas que en las plantas Col0 sometidas a estrés (Figura 3.27).  Estos 
resultados coinciden con los obtenidos al sobreexpresar la SAMDC  humana en tabaco 
(Waie y Rajam, 2002) o al sobreexpresar la SAMDC de Tritordeum en arroz (Roy y 
Wu, 2002) donde los daños visibles provocados por el tratamiento con NaCl eran 
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menos importantes en las plantas transgénicas. También hemos comprobado que la 
sobreexpresión de la SAMDC1 da lugar a una mayor tolerancia al estrés por déficit 
hídrico.  Las plantas transgénicas presentan un daño visible mucho menos importante 
que las plantas Col0 (Figura 3.31). La tolerancia al estrés hídrico se revela también 
con la menor reducción del tamaño (Figuras 3.33) y el menor grado de 
amarilleamiento (Figura 3.34) que presentan las hojas de las líneas transgénicas 
después de la privación de agua. Igualmente, las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 
se recuperan más rápidamente que las plantas Col0 a un estrés de corta duración 
como revela la medida de la longitud de tallos y peso fresco (Figura 3.35). Por 
último, el análisis del número de semillas germinadas durante la desecación confirma 
la mayor tolerancia de las plantas transgénicas a este tipo de estrés  (Figura 3.36).  
La tolerancia observada puede deberse a los elevados niveles de expresión de 
cor15a, NCED3, rd22bp1, rd26 y rd29a que presentan las plantas transgénicas y que 
participan en la defensa de Arabidopsis frente al estrés salino y por desecación 
(Shinozaki y Yamaguchi- Shinozaki, 1996, 2000, 2003). Se ha comprobado que el 
estrés salino (Figura 3.29) y por desecación (Figura 3.38) provoca un aumento en los 
niveles de expresión de estos genes tanto en Col0 como en las líneas transgénicas. 
Este aumento no es tan importante en las  plantas transgénicas pues éstas ya presentan 
una inducción previa de los genes en cuestión que podría ser la responsable de la 
mayor resistencia a este tipo de estrés abiótico. Podemos decir que la respuesta a 
estrés abiótico a nivel de expresión es mucho mayor en las plantas Col0 que en las 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1 las cuales ya tienen activadas las respuestas a 
este tipo de estrés (Figuras 3.29 y 3.38). De forma que podemos concluir que las 
líneas sobreexpresoras se comportan como si hubieran sufrido una aclimatación frente 
al estrés. 
La PAs Spd y Spm pueden actuar interaccionando con las membranas e 
inhibiendo el movimiento de los fosfolípidos a través de la bicapa lipídica (Bratton, 
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1994), estabilizando complejos moleculares en la membrana tilacoidal (Besford y 
col., 1993) o como se ha comprobado para Spm, inhibiendo la peroxidación de 
lípidos en hojas estresadas osmóticamente (Borrell y col., 1997). La acumulación de 
Spm como consecuencia del estrés salino se ha observado en diferentes variedades de 
arroz (Maiale y col., 2004). Por otra parte, la participación de la Spd y Spm en las 
respuestas a estrés hídrico y la inducción de la  SAMDC de arroz durante un estrés 
por desecación ya había sido descrita en arroz donde la  sobreexpresión de la ADC de 
Datura confería a plantas de arroz una resistencia al estrés por desecación (Capell y 
col., 2004). Se ha comprobado que en plantas de arroz transformadas con la SAMDC 
de Tritordeum bajo el control del promotor PSB109, inducible por ABA, se produce 
una acumulación de Spm y Spd en respuesta a un tratamiento con sal, que puede 
contribuir a la resistencia al estrés mediante un aumento de la biomasa o por medio 
del aumento de la longitud del tallo (Roy y Wu, 2002). De igual modo, la 
sobreexpresión constitutiva de SAMDC en tabaco (Waie y Rajam, 2002) también 
originó plantas con mayor resistencia al estrés salino.  
Las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 resultan también más tolerantes al 
daño oxidativo causado por ozono. Esta tolerancia se manifiesta tanto en un retraso en 
la aparición de daño visible en las hojas (Figura 3.39), como en la mayor 
recuperación tras un tratamiento corto e intenso (Figura 3.40) y en la mayor 
capacidad para desarrollar cotiledones durante un estrés por ozono (Figura 3.41). Al 
analizar las posibles causas de esta resistencia se comprobó que los niveles de genes 
participantes en la síntesis de PAs, aumentados en los transformantes antes de 
tratamiento (Figura 3.2), sufrían un aumento como consecuencia del estrés por ozono 
(Figura 3.45). Este aumento era mucho más acusado en las plantas Col0 que en las 
líneas transgénicas (Figura 3.46) indicando que las líneas sobreexpresoras de 
SAMDC1 presentaban una protección previa a este estrés oxidativo. Esto se confirma 
con los menores niveles de inducción de GST6 observados en las plantas transgénicas 
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como consecuencia del tratamiento (Figura 3.44). La expresión de GST6  se considera 
un marcador del daño oxidativo generado por el ozono (Sharma y Davis, 1994). El 
aumento en la expresión de los enzimas de la síntesis de PAs en respuesta al ozono ha 
sido documentado con anterioridad para el caso de la ADC  de avena (Rowland-
Bamford y col., 1989) o del mRNA de la SAMDC de guisante como (Marco y 
Carrasco, 2002). Por tanto los mayores niveles de Spm presentes en las líneas 
transgénicas pueden ser los responsables de su mayor tolerancia al estrés por ozono. 
La participación de las PAs en la defensa frente al estrés por ozono ha sido 
comprobada anteriormente in vitro demostrando su comportamiento como 
¨scavengers¨ de radicales libres (Drolet y col., 1986), en tomate (Ormrod y 
Beckerson, 1986),  en Picea abies (Dhomen y col., 1990) y en tabaco (Navakoudis y 
col., 2003). Hay que destacar los estudios realizados con variedades sensibles y 
resistentes donde se ha comprobado un  rápido aumento de Put en la línea resistente a 
ozono Bel B (Langerbartels y col., 1991) mientras que la línea hipersensible Bel W3 
sólo presentaba un ligero aumento de Put en fases tardías  donde la lesión necrótica 
ya se había producido. Las PAs parecen actuar como posibles agentes protectores 
frente al estrés oxidativo como se revela al tratar ciertas variedades resistentes de 
Coryza canadienses, que presentan niveles elevados de poliaminas y actividades altas 
ADC y ODC, con el oxidante paraquat (Ye y col., 1997). Asimismo, la aplicación 
exógena de Put reduce significativamente el daño visible causado por el ozono en 
variedades de tabaco hipersensibles a este agente (Navakoudis y col., 2003). El papel 
de las PAs en la protección  de la planta al estrés oxidativo  puede consistir en la 
inhibición de la peroxidación de la membrana lipídica (Kidata y col., 1979) o bien en 
su actuación en su forma conjugada con ácidos hidroxicinámicos como 
secuestradores (scavenger) de radicales libres (Drolet y col., 1986).  
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4.3. La sobreexpresión de SAMDC1 aumenta la tolerancia al estrés biótico. 
Al infectar las plantas con los patógenos Pseudomonas syringae maculicola 
(Figura 3.47), Pseudomonas syringae tomato (Figura 3.48) y Peronospora parasítica 
(Figura 3.50), se observa que las líneas transgénicas son menos sensibles a la 
infección. En realidad no se observa una inmunidad total al patógeno, sino un retraso 
en la aparición del daño experimentado y en su extensión. La menor capacidad de 
formación de colonias por hoja infectada observada en las líneas transgénicas (Figura 
3.49) indica que la menor sensibilidad a la infección se debe a la dificultad en la 
reproducción o el transporte del patógeno. Resultados similares se obtuvieron 
mediante la sobreexpresión constitutiva de SAMDC humana en tabaco, lo que 
confirió tolerancia a la infección con los hongos Verticillium dahliae y Fusarium 
oxysporum (Waie y Rajam 2002). 
La tolerancia al estrés biótico de las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 se 
puede atribuir a los altos niveles de Spm presentes en las líneas transgénicas. El papel 
protector de las PAs se ha observado previamente, se sabe que los niveles de PAs, y 
especialmente de sus conjugados, aumentan en avena durante la infección por 
Blumeria graminis f. Sp. Hordei (Von Ropenack y col., 1998; Cowley y Walters 
2002a) y en cebolla al infectar con Botrytis allí (McLusky y col., 1999) y que algunos 
de sus conjugados tienen propiedades antifúngicas sobre los patógenos Pyrenophora 
avenae y Blumeria graminis f. sp. hordei (Walters y col., 2001). 
El análisis transcriptómico (Figura 3.5) y las experiencias de qRT-PCR 
(Figuras 3.6 y 3.7) han mostrado las existencia en las plantas transgénicas de unos 
niveles de expresión superiores a las plantas Col0 de genes participantes en la síntesis 
de ácido jasmónico y metil jasmonato como son LOX2, DAD1, AOC1, AOC2, AOS 
(Ishiguro y col., 2001) y JMT (Seo y col., 2001) sugiriendo así unos mayores niveles 
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de estos metabolitos implicados en la defensa de la planta contra heridas y patógenos 
(Devoto y Turner, 2003; Thomma y col., 2001; Wang y col., 2002). Así mismo, se ha 
observado que las plantas transgénicas presentan unos niveles de expresión elevados 
de los mRNAs de PR-1, PR2, PR5, cyp79f1, WAK1 y FLS2  (Figuras, 3.5 y 3.9). PR-
1, PR2 y PR5 participan en la defensa de la planta frente a la invasión por patógenos 
(Uknes y col., 1992; Yamakawa y col., 1998). Así mismo, cyp79f1 está implicado en 
la síntesis de glucosinolatos alifáticos (Hansen  y col., 2001) cuyos productos de 
degradación participan en la defensa de la planta frente a la infección por patógenos 
(Rask y col., 2000). WAK1 es una proteín-quinasa receptora asociada a pared celular, 
participa en la comunicación entre la pared y la membrana celular durante el ataque 
de un patógeno (Verica y He, 2002). Por último,  FLS2 es un receptor encargado del 
reconocimiento de la flagelina, proteína presente en el flagelo de las bacterias  
(Gómez-Gómez y Boller, 2000).  
Se ha comprobado que la Spm induce la expresión de proteínas PR en tabaco 
(Yamakawa y col., 1998), lo que confiere resistencia frente al virus del mosaico del 
tabaco. La sobreexpresión de SAMDC en tabaco provoca la acumulación de isoformas 
de PR-1 (Franceschetti y col., 2004). La Spm también actúa en la inducción de genes 
implicados en la respuesta hipersensible de la planta a la infección por patógenos 
(Hiraga y col., 2000; Yamakawa y col., 1998). Estos resultados coinciden con lo 
observado en nuestro trabajo en el que hemos comprobado cómo la sobreexpresión de 
SAMDC1 y el consiguiente aumento en los niveles de Spm dan lugar a elevados 
niveles de mRNA de PR-1, PR2, PR5, cyp79f1, WAK1 y FLS2. Así pues, el 
incremento en la expresión de estos genes podría dar lugar a la mayor resistencia al 
estrés de tipo abiótico observada en las plantas transgénicas. 
También hay que tener en cuenta el papel de la inducción de la ruta de síntesis 
del ácido jasmónico (Figura 3.7) y la reducción en el contenido de etileno en las 
líneas transgénicas (Figura 3.11). Aunque los genes PR-1, PR2, PR5 están regulados 
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por el ácido salicílico, también se conoce la existencia de rutas de defensa 
independientes de ácido salicílico, mediadas por etileno y  ácido jasmónico, que 
inducen la expresión de estos genes en tabaco (Xu y col., 1994; Knoester y col., 
1998), y Arabidopsis (Pennicnkx y col., 1998; Staswick y col., 1998; Thomma y col., 
1998; Vijayan y col., 1998; Nandi y col., 2003). Se ha demostrado que el papel de las 
diferentes rutas de defensa, dependientes o independientes de ácido salicílico, varía 
según el patógeno en cuestión (Thomma y col., 1998). Se ha comprobado que 
mutantes insensibles al etileno presentan una mayor resistencia a la infección por 
Xanthomonas sp. y por  Pseudomonas sp. en Arabidopsis y tomate (Bent y col., 1992; 
Lund y col., 1998). Estos trabajos están de acuerdo con nuestros resultados, donde se 
observa una  mayor resistencia a Pseudomonas syringae maculicola, Pseudomonas 
syringae tomato y Peronospora parasítica que podría estar relacionada con la 
disminución en la señalización por etileno, revelada por el aumento en la expresión de 
LOX2 y VSP1 (Figura 3.6). Por tanto, en las plantas transgénicas, la reducción en el 
contenido en etileno podría estar relacionada con los elevados niveles de expresión de 
genes de enzimas participantes en la ruta de síntesis del ácido jasmónico; lo que a su 
vez,  puede dar lugar a elevados niveles de esta hormona  provocando la inducción de 
algunos genes de defensa frente a patógenos como las proteínas PR. Así pues, ya sea 
por acción directa de la Spm, o debida a los cambios en el contenido en etileno y 
ácido jasmónico, la sobreexpresión de la SAMDC1 daría lugar a la mayor tolerancia al 
estrés biótico observada.  
4.4. Las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 presentan alteraciones en el 
desarrollo vascular de los tallos y de las hojas. 
 Hemos comprobado por microscopía  óptica (Figuras 3.54 y 3.55) y 
electrónica (Figura 3.55, 3.56 y 3.57) que las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 
presentan una serie de alteraciones en el tejido vascular del tallo y de las hojas. Estas 
alteraciones consisten en un mayor contenido en amiloplastos tanto en tallos (Figura 
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3.53) como en hojas (Figura 3.55). Así mismo, la microscopía óptica ha revelado que 
el xilema y el cámbium del tallo de las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 están 
poco desarrollados y que presentan una expansión lateral que da lugar a una 
organización de los haces vasculares atípica (Figura 3.54). Por otra parte, las células 
del xilema de las hojas tienen paredes secundarias irregulares y poco homogéneas 
(Figura 3.55) y presentan unos cloroplastos cuya estructura interna está desorganizada 
y deformada y donde el apilamiento de los tilacoides es irregular (Figura 3.56). De 
igual manera se ha comprobado que las células parenquimáticas de las hojas de las 
plantas transgénicas presentan una serie de irregularidades en la estructura de los 
cloroplastos consistentes en un mayor contenido en membranas tilacoidales y en un 
apilamiento irregular de éstas (Figura 3.57).  
 Las PAs participan en muchos procesos de desarrollo como son el crecimiento 
de las raíces, la embriogénesis somática, iniciación floral y el desarrollo de flores y 
frutos (Evans y Malmberg, 1989; Slocum y Flores, 1991). La modificación de los 
niveles de PAs da lugar a importantes alteraciones en el desarrollo como en tabaco 
donde mutantes con elevados niveles de PAs presentan alteraciones en el patrón de 
desarrollo floral en tabaco (Malmberg y Mc Indoo, 1983). Así mismo, la 
sobreexpresión de ADC en Avena sativa L. da lugar a plantas con internodos cortos, 
tallos y hojas delgadas y un crecimiento reducido de la raíz (Masgrau y col., 1997). 
Un fenotipo similar se obtiene al expresar la SAMDC  antisentido en patata (Kumar y 
col., 1996). La implicación de las PAs en el desarrollo de los haces vasculares se ha 
descrito en el mutante del gen ACL5, que codifica para una espermina sintasa que se 
expresa específicamente en el floema, donde se observa  que los haces vasculares 
están rodeados  de células  organizadas de formas anormal y con paredes celulares 
gruesas (Hanzawa y col., 1997). Recientemente, se ha comprobado que la 
sobreexpresión de ADC2 en Arabidopsis  provoca en los tallos un aumento en el 
número de haces vasculares, una menor lignificación de las células de los arcos 
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interfasciculares y un mayor crecimiento primario del Xilema que daba a los haces un 
aspecto rectangular (Alcázar, 2004).  
En las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 las irregularidades observadas en 
la pared secundaria de las células del tallo y de las hojas dan lugar a una mayor 
comunicación de las células del xilema. De esta forma, en las plantas transgénicas 
existirían una serie de trayectos alternativos de circulación xilemática de nutrientes, lo 
que podría estar relacionado con la tolerancia de las plantas al estrés salino ya que 
parte del daño provocado por este estrés se debe a un bloqueo del ascenso de 
nutrientes por la planta. 
4.5. Los aumentos en los niveles de Spm son responsables del efecto de la 
sobreexpresión de la SAMDC1. 
Las líneas sobreexpresoras de SAMDC1 presentan una serie de diferencias 
respecto al ecotipo Col0 que parecen estar relacionadas con el aumento de los niveles 
de Spm. Así, en este trabajo se ha comprobado que el crecimiento de plantas Col0 en 
presencia de Spm provoca un descenso en los niveles de etileno (Figura 3.14) y ACC 
(Figura 3.15) similar a la presente en las plantas transgénicas. La reducción en la 
síntesis de etileno por acción de las Spm exógena se ha observado en melocotón 
(Bregoli y col., 2002). La reducción en los niveles de ACC y etileno en melocotón 
por acción de Spm sugiere una inhibición de las actividades ACC sintasa y ACC 
oxidasa por esta PA, descartándose la idea de que la reducción del contenido en ACC 
y etileno sea debido a una falta de SAM. La reducción de la síntesis de etileno por 
inhibición de ACC sintasa a nivel de actividad o de acumulación de su transcrito ya 
había sido sugerida en tomate previamente (Li y col., 1992; Davis y col., 1991). Esta 
hipótesis se ve apoyada por la observación de que el crecimiento en presencia de altas 
concentraciones de ACC provoca en Col0 un aumento en los niveles de etileno, pero 
no ocurre lo mismo en las plantas transgénicas (Figura 3.22). El crecimiento de Col0 
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en presencia de Spm provoca también un aumento en los niveles de ABA (Figura 
3.16). Este resultado establece una relación directa entre esta hormona y Spm. Esta 
relación ya había sido observada anteriormente en arroz donde la aplicación exógena 
de ABA provocaba un aumento en la expresión de SAMDC y acumulación de Spm 
(Roy y Wu, 2002). Nuestros resultados demuestran que esta relación tiene también en 
sentido inverso pues la aplicación de Spm exógena provoca un aumento en los niveles 
de ABA. En la bibliografía existen evidencias de una relación entre elevados niveles 
de ABA y una reducción en la síntesis de etileno a través de una reducción en los 
niveles de ACC oxidasa y un aumento de la conjugación de ACC (Hoffman y col., 
1982; Corbineau y col., 1989; Tan y Thiman, 1989). Aunque en esos trabajos no se 
comprobó el efecto de la Spm sobre el etileno, es muy probable que esa inhibición de 
ACC oxidasa causada por ABA estuviera mediada por Spm. De igual forma la 
aplicación de Spm provoca una inducción de la expresión de los genes de síntesis de 
ácido jasmónico, de señalización de etileno y de respuesta al estrés abiótico y biótico 
similares a los presentes en las líneas transgénicas (Figura 3.17). La inducción de 
proteínas de respuesta al estrés abiótico como las PR por la Spm ya había sido 
descrita anteriormente en tabaco (Yamakawa y col., 1998). En cambio, no se observa 
ninguna de estas variaciones ni cambios en el contenido en etileno (Figura 3.14), 
ACC (Figura 3.15) o ABA (Figura 3.16) al aplicar Put o Spd. El crecimiento de las 
plantas transgénicas en presencia de MGBG da lugar a unos niveles de etileno (Figura 
3.18), ACC (Figura 3.19), ABA (Figura 3.20) y de los genes estudiados por qRT-
PCR (Figura 3.21) similares a los presentes en plantas Col0 no tratadas. El aumento 
de la síntesis de etileno por acción del inhibidor de la síntesis de PAs MGBG se había 
observado previamente en tabaco (Scaramagli y col., 1999). Estos resultados indican  
que los cambios observados en las plantas transgénicas son debidos a los altos niveles 
de Spm. 
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 La responsabilidad de la Spm en los cambios observados en las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1 se reveló al compararlas con plantas sobreexpresoras de 
ADC2, que acumulan Put. El análisis por qRT-PCR demuestra diferencias 
importantes en los niveles de expresión de genes participantes en la síntesis de PAs. 
Mientras que en las plantas sobreexpresoras de ADC2 no se observan cambios 
importantes en otros genes de la síntesis de PAs, la sobreexpresión de SAMDC1 
provoca un aumento en los niveles de SPMS y SPDS1 (Figura 3.2). Las plantas 
sobreexpresoras de ADC2 presentan un aumento de la expresión de varias 
aminooxidasas dependientes de cobre y un descenso de la expresión de ATAO1 
(Alcázar, 2004). El análisis por micromatrices de DNA en las plantas sobreexpresoras 
de SAMDC1 muestra que en estas plantas no existe esa inducción generalizada de las 
aminooxidasas dependientes de cobre encargadas de la degradación de la Put a 
pirrolina ni cambios  significativos en la expresión de poliaminooxidasas (Tabla 3.1). 
Otra diferencia significativa se encuentra en el efecto de la sobreexpresión de 
SAMDC1 o ADC2 sobre los niveles de expresión de enzimas relacionados con la 
síntesis de ABA y ácido jasmónico, defensa frente a estrés abiótico o biótico o 
señalización por etileno. Así como la sobreexpresión de SAMDC1 da lugar a un claro 
aumento en la expresión de muchos enzimas relacionados con estos procesos, la 
sobreexpresión de ADC2 no provoca tales efectos (Figura 3.55). En consecuencia con 
la no inducción de la expresión de genes relacionados con la defensa al estrés abiótico 
las plantas sobreexpresoras de ADC2 no presentan una mayor resistencia al estrés 
salino que las plantas silvestres (Alcázar, 2004). El hecho de que las plantas 
sobreexpresoras de SAMDC1 sí presenten una mayor resistencia a este tipo de estrés 
confirma resultados  anteriores obtenidos en arroz (Krishnamurthy y col., 1987) o 
tabaco (Bors y col., 1989) donde se comprueba que las PAs participantes en la 
respuesta al estrés abiótico son Spm y Spd y no Put. 
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En cuanto a la respuesta frente al estrés causado por patógenos se comprueba 
que aunque las plantas sobreexpresoras de ADC2 no presentan una inducción de los 
genes analizados en este trabajo sí presentan una activación de otros genes de defensa 
frente a patógenos. Estos genes, entre los que se encuentran EDS1 (enhanced disease 
susceptibility 1), EDS5 (enhanced disease susceptibility 5), PAD4 (phytoalexin-
deficient 4), NPR1 (nonexpressor of pr genes 1),  PR-1 y PR2 están implicados en la 
defensa frente a estrés biótico mediada por ácido salicílico (Alcázar, 2004).  
 
 
Tabla 4.1. Genes de respuesta a estrés biótico mediada por ácido salicílico aumentados en S15. 
Cuantificación de los niveles de expresión por micromatriz Affymetrix ¨Genechip Arabidopsis ATH1 Genome 
Array¨. Los datos proceden de hojas de roseta de 4 semanas del ecotipo silvestre Col0 y de la línea transgénica 
S15. Se presenta el Nº de identificación AGI (Arabidopsis Genome Initiative), Nº de sonda Affymetrix, 
descripción del gen y expresión en ambas líneas. 
 
La medida por micromatrices de DNA demuestra (Tabla 4.1) que nuestras 
plantas sobreexpresoras de SAMDC1 también presentan la inducción de estos genes. 
Esto sugiere que la inducción de EDS1, EDS5, PAD4, NPR1, PR-1y PR2 no sería un 
efecto específico de la Put sino una consecuencia general del aumento en los niveles 
de PAs. No sería ese el caso de la inducción de los genes de respuesta al estrés biótico 
PR5, cyp79f1, WAK1 y FLS2 cuya inducción parece deberse de forma específica al 
aumento en los niveles de Spm (Figura 3.17). Así pues, en las plantas 
sobreexpresoras de ADC2 la mayor resistencia al ataque por patógenos sería debida a 
una activación previa de la ruta de síntesis de ácido salicílico mientras que en las 
AGI Nº 
Sonda 
Affymetrix 
Descripción 
Expresión 
Col0 
Expresión 
S15 
At3g48090 252373 EDS1 115,3 475,4 
At4g39030 252921 EDS5 185,2 681,4 
At3g52430 252060 PAD4 68,9 288,3 
At1g64280 259764 NPR1 396,7 1106,6 
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plantas sobreexpresoras de SAMDC1 la mayor resistencia sería debida a la activación 
tanto de rutas dependientes de ácido jasmónico como a rutas dependientes de ácido 
salicílico. 
Así pues, los efectos causados por la sobreexpresión de ADC2 y SAMDC1 son 
significativamente distintos. Esto demuestra  que los cambios observados en cada uno 
de los 2 tipos de transformantes son debidos de forma específica a la poliamina, Put o 
Spm, cuyo nivel se encuentra aumentado en dicha transgénica o en formas 
conjugadas de ellas.  
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5. CONCLUSIONES. 
 
1. La sobreexpresión de SAMDC1 provoca en Arabidopsis thaliana una 
inducción de la expresión de SPDS1 y de SPMS así como un aumento en los niveles 
de Spm pero no de Put o Spd.  
 
2. La sobreexpresión de SAMDC1 y la consiguiente acumulación de Spm da 
lugar a una mayor tolerancia al estrés por desecación, salino y por ozono. Esta mayor 
tolerancia puede deberse a la acción directa de la Spm o a la inducción de la 
expresión de diversos genes de respuesta al estrés abiótico. 
 
3. Las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 presentan una mayor tolerancia a 
la infección por patógenos que podría ser debida a la inducción de rutas de defensa 
frente a patógenos dependiente de ácido jasmónico y ácido salicílico. 
 
4. Las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 presentan alteraciones en el tejido 
vascular de los tallos consistentes en un xilema poco desarrollado, un floema de 
disposición irregular, un cámbium poco diferenciado y un mayor número de 
amiloplastos. Así mismo, la sobreexpresión de SAMDC1 da lugar a unos haces 
vasculares de organización atípica. 
 
5. Los efectos observados en las plantas sobreexpresoras de SAMDC1 pueden 
deberse al aumento en los niveles endógenos de Spm. La aplicación exógena de Spm 
provoca en Col0 unas variaciones en la expresión génica y en el contenido en ACC, 
etileno y ABA similares a las presentes en las plantas transgénicas. En cambio la 
aplicación de Put o Spd no provoca tales cambios. Así mismo, la sobreexpresión de 
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ADC2 y consecuente aumento de Put no da lugar a unos resultados similares a los 
obtenidos al sobreexpresar SAMDC1. 
 
6. La sobreexpresión de SAMDC1 y el aumento de Spm provoca una 
disminución en la síntesis de etileno que puede ser debida a una inhibición por la Spm 
de la actividad ACC sintasa y/o oxidasa. Esta reducción en los niveles de etileno 
podría ser la responsable de la inducción de la síntesis del ácido jasmónico y ácido 
abscísico observadas en las plantas transgénicas. A su vez, la inducción de estas rutas 
de síntesis daría lugar al aumento de expresión de genes de respuesta a estrés biótico 
y abiótico. 
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ANEXO  
 
Descripción de genes analizados 
 
Abreviatura   Descripción    Implicado en 
 
ACC oxidasa ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico Síntesis etileno 
  oxidasa 
ACC sintasa ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico Síntesis etileno 
  sintasa 
ADC1  arginine decarboxylase 1   Síntesis PAs 
ADC2              arginine decarboxylase 2   Síntesis PAs 
AOC1  allene oxide cyclase 1   Síntesis ácido jasmónico 
AOC2  allene oxide cyclase 2   Síntesis ácido jasmónico 
AOS  allene oxide synthase    Síntesis ácido jasmónico 
cor15a  cold regulated 15a    Respuesta a estrés abiótico 
cyp79f1 cytochrome P79f1    Respuesta a estrés biótico 
DAD1  defective anther dehiscence1   Síntesis ácido jasmónico 
EDS1  enhanced disease susceptibility 1  Respuesta a estrés biótico 
EDS5  enhanced disease susceptibility 5  Respuesta a estrés biótico 
FLS2  flagellin-sensitive 2    Respuesta a estrés biótico 
JMT  jasmonic acid carboxyl methyl transferase Síntesis metiljasmonato 
LOX2  lipoxygenase 2    Síntesis ácido jasmónico 
NCED3 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase 3 Respuesta a estrés abiótico 
NPR1  nonexpressor of pr genes 1   Respuesta a estrés biótico 
PAD4  phytoalexin-deficient 4   Respuesta a estrés biótico 
PR-1  pathogen related 1    Respuesta a estrés biótico 
PR2  pathogen related 2    Respuesta a estrés biótico 
PR5  pathogen related 5    Respuesta a estrés biótico 
rd22bp1 rd22 binding protein 1   Respuesta a estrés abiótico 
rd26  responsive to dessication 26   Respuesta a estrés abiótico 
rd29a  responsive to dessication 29a   Respuesta a estrés abiótico 
SAMDC1 S-adenosil-L- metionina descarboxilasa 1 Síntesis PAs 
SPDS1  espermidina sintasa 1    Síntesis PAs 
SPMS  espermina sintasa    Síntesis PAs 
VSP1  vegetative storage protein 1   Señalización por etileno 
WAK1  wall-associated kinase 1   Respuesta a estrés biótico 
